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UITTREKSEL 
Koronere hartsiekte (KHS), wat algemeen is onder Suid-Afrikaanse blankc&, 
is toenemend besig om te manifesteer in die Kleurlingpopulasie van $• 11d-
Afrika. Meer as 70% van Kleurlinge in die CRISIC I studie, wat onderneem i:3 
om die risikofaktore vir die ontwikkeling van KHS in die Kleurlinge van die 
Kaapse Skiereiland te bepaal, het serum cholesterolwaardes gehad wat 'n 
hoe risiko vir die ontwikkeling van KHS aandui. 
Verhoogu.~ plasma lae-digtheid lipoprote·ien cholesterol- (LDL-C) vlakke is 
die algemeenste kenmerk van die siekte famili~le hipercholesterolemie (FH), 
wat veroorsaak word deur mutasies in die lae-digtheid lipoprote·ien (LDL) 
reseptor geen. 
Die Kleu1 ling studie-populasie is ~--.,s1f vir die drie st!gterverwr 1t~ 
puntmutasies in die LDL reseptor geen, wat verantwoordelik is vir meer c;~. 
90% van FH-gevalle in die Afrikanerpopulasie van Suic-Afrika. Di~ •'' orkoms 
van die FH-Afrikaner mutasies 1s ondersoek in 31 FH ht:. r~~roliigocc, asook 3q 
hiperlipidemiese Kleurlinge wat nie aan die kriteria voldvdn het vir di& 
inslu1tin~ in die FH heterosirotiese groep nie. Die FH-.. ' frikaner-1 
(A~r206~Glu , FH-1) en FH-Afrikaner-2 (Val408~Ma~ Fd-2) mutas1\;.'> se 
voor!<ur1"~ in die FH-groep was dieselfde, nl. 12.9% (4 indh,, .... •10), terwyl d11:. 
FH-Afrikaner-3 (Asp 154~Asn, FH-3) mutasie afwesig was. O;, drie FH-
Afrikaner mutasies is nie opgespoor in die hiperlipidemiese groep van 39 
individue nie. Haplotipe-analise in families met die FH-1 mutasie het getoon 
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dat die mutasie op dieselfde chromosomale agtergrond voorkom as wat 
voorheen in die Afrikaners beskryf is. In die FH-2 heterosigote was die 
mutasie geassosieerd met 'n haplotipc wat by polimorfiese setels aan beide 
kante van die defek in ekson 9 verskil van die Afrikanerhaplotipe. Die 
resultate dui dus aan dat identiese LGL reseptor geen mutasies in die twee 
verskillende Suid-Afrikaanse populasiegroepe as gevolg van onafhanklike 
gebeure by 'n potensi~le CpG mutasie-geneigde setel ontstaan het. Die 
kliniese effek van die FH-1 en FH-2 mutasies in diP Kleurlingpasiente stem 
ooreen met wat reeds beskryf is in die Afrikaners. 
'n Bekende 3 bp delesie van die aminosuur Gly197 (FH-Lithuania) is 
waargeneem in een individu (4.3%) van die 23 Kleurling FH heterosigote en 
in een individu van 90 hiperlipidemiese Kleurlinge (1 .1%), by wie die FH-
Afrikaner mutasies reeds uitgeskakel is, deur gebruik te maak van 
heterodupleks-analise. Uit 'n hiperlipidemiese g10ep van 66 Kleurlinge, 
waarvan PKR-produkte van ekson 4 van die LDL reseptor geen vir die eerste 
keer aan mutasie-analise ondPrwerp rs. het een individu (1 .5%) die FH-
Lithuania mutasie getoon. In alle gevalle het die mutasie op dieselfde 
haplotipe voorgekom as wat beskryf is in Askenazi Jode. Die 
heterodupleksmetode was sensitief genoeg om die FH-1 mutasie te 
identifiseer, aangesien 5 individue met die mutasie opgespoor is in die 66 
h1perlipidemiese Kleurlinge wat nog nie voorheen aan mutasie-analise 
onderwerp is nie. 
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'n Totaal van 22 FH heterosigote, negatief vir bg. mutasies, is gesif vir nuwe 
mutasies in ekson 4 van die LDL reseptor geen d.m.v. heterodupleks-analise 
en die enkelstring-konformasie-polimorfisme (ESKP) opsporingstegniek. In 
een pasi~nt is 'n nuwe mutasie d.m.v. die ESKP tegniek ge"identifiseer. Die A 
na G puntmutasie by nuklP.otiedposisie 671 in ekson 4 van die LDL reseptor 
cDNA, lei tot die aminosuurverandering van aspartiensuur na alanien by 
kodon 203 in die siste·1enryke ligandbindende gebied van die LDL reseptor. 
Aangesien die nuwe mutasie 'n Hae Ill restriksie-endonuklease setel skep, 
kan restriksie-endonu"'1ease analise van PKR-geamplifiseerde genomiese 
DNA die akkurate diagnose van hierdie sogenaamde FH-Tygerberg mutasie 
toe I a at. 
Die alleelfrekwensies van vier restriksie-fragment-lengte-polimorfismes 
(RFLP's) van die LDL reseptor geen is ondersoek in 17 FH heterosigote en 
21 kontrole individue. 'n Statisties beduidende verhoging in die skaars aileel 
van die Ava II polimorfisme (x2 = 7.14, P<0.01) is waargeneem. Dit dui op 
populasie assosiasie van die skaars alleel va1 die A...-a II polimorfisme met 'n 
geen wat FH veroorsaak. Die heterosigositeit- en Pll waardes is vir elke 
RFLP setel bereken en daaruit het dit geblyk dat die Sma I setel die 
informa1tiefste sal wees in genetiese koppelingstudies, gevolg deur die Ava II 
en Nco I setels. Laasgenoemde drie setels is almal redelik informatief, terwyl 
die Stu I setel die minste informatief is van die vier RFLP setels. 
In 2 FH heterosigote is 'n 478 bp delesie in ekson 18 van die LDL reseptor 
geen waargeneem. Een van hierdie pasi~nte was heterosigoties vir die FH-1 
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mutasie. Die delesie word as 'n polir.1orfisme beskou, aangesien dit in die 3'-
ongetransleerde gedeelte van die LDL reseptor geen voorkom. Dit mag 
moontlik in genetiese merkerstudies gebruik word. 
Uit hierdie studie kan afgelei word dat die redelil< informatiewe RFLP setels 
(Sma I, Ava II en Nco I), en die TA-herhalende-dinukleotiedlokus, ook redelik 
informatief, gekombineer moet word om FH indirek te diagnoseer in families 
waar die direkte molekulere diagnose van FH, deur die aantoon van FH-
verwante mutasies, nie moontlik is nie. 
'n Beter molekulere diagnostiese diens is nou moontlik vir die 
Kleurlingpopulasie, met 'n ho~ risiko vir dt~ ontwikkeling van koron~re 
hartsiekte, deur die kombinering van die sifting vir FH-verwante mutasies met 
RFLP en dinukleotied-herhalende-polimorfisme studies. 
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ABSTRACT 
Coronary heart disease (CHO), common among South . ,!ric:in whites, is 
increasingly manifesting itself in the coloured population of Suuth Africa. 
More than 70% of coloureds participating in the CRISIC I study, a study 
undertaker. to investigate CHO risk factors in the coloureds of the Cape 
Peninsula, had serum cholesterol levels imparting CHO risk. 
Increased levels of plasma low-density lipoprotein cholesterol (LOL-C) are the 
hallmark of the disease familial hypercholesterolemia (FH). The underlying 
molecular defect of FH consists of mutations in the low-density lipoprotein 
(LOL) receptor gene. 
The coloured study population was i ; ·r".:ar .?d for the presence of the three 
founder related point mutations in tlM LDL receptor gene that account for 
more than 90% of FH case:. ;n the Afrikaner population of South Africa. The 
prevalence of the FH Afrikaner mutations was determined in 31 FH 
heterozygotes and 39 hyperlipidemic coloureds. The 39 hyperlipidemic 
coloureds did not meet the criteria for heterozygous FH. The FH Afrikaner-1 
(A~p206~Glu , FH-1) and FH Afrikaner-2 (Val408~Met, FH-2) mutations h~~ 
the same prevalence, 12.9% (4 individuals), in the FH group. T'1e FH 
Afrikaner-3 (Asp1 54~Asn , FH-3) mutation was absent in the FH gro1 i-i · , he. 
three FH Afrikaner mutations were not detected in the hyperlipidemic group of 
39 individuals. Haplotype analysis in the families with the FH-1 mutation 
showed that the chromosomal background of the mutation was compatible 
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with that described in the Afrikaner patients. In the FH-2 heterozyg us 
patients the mutation was found on a haplotype that differed from the 
Afrikaner haplotype at polymorphic sites at both sides of the defect in exon 9. 
These results ina1cate that identical LDL-receptor gene mutations originated 
in two different South African population groups due to independent events at 
a potential CpG dinucleotide "hotspot". The clinical effects of the FH-1 and 
FH-2 mutations were the same as described in the Afrikaners. 
Hete~oduplex analysis detected a 3 bp deletion that causes deletion of amino 
acid Gly197 c'l=H Lithuania) in one of 23 FH heterozygous c;oloured patier.ts 
(4.3 lo) and in one indiviaual of 90 hyperlipidemic coloureds (1 .1%) already 
screen .. 1 for the 1-=H Afrikaner mut~tions , by means of heteroduplex analysis. 
A hyper ·:p1damic group of 66 coloureds, screened for the first time for 
mutations .:- e.xon 4 of he LDL-recept1x gene by means of heteroduplex 
analysis, showe.j ono inah1icual (1.5"'.,) w1'h the S:H Lithuania mutation. In all 
cases, the haplo·, )e of the ml'tant allele was coinpatible with that describad 
in Ashkenazi Jews. The heteroduplex screening method wac sensili\e 
enough to detect the FH-1 mutation, as 5 individuals of U .e group of 66 
hyperlipidemic coloureds were found to have tile FH-1 mutatior'. 
A total of 22 FH heterozygous coloured patients, 11egativ~ for the above 
mentioned mutations, were screened for new mut'ltions in exon 4 >f the LDL-
receptor gene by means of the single-strand i::onformation-polym01phism 
(SSCP) technique and the n~teroduplex method. A new mutation, hitherto 
not described, was detected in one patient by mea•:t )f the SSCP technique. 
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A point mutation (A to C) at nucleotide 671 in exon 4 of the LDL receptor 
cDNA results in an amino acid change from aspartic ac;d to alanine at residue 
203 in the cysteine rich ligand binding domain of the LDL receptor. The 
mutation gives rise to an additional Hae Ill restriction site in the DNA of 
affect~d subjects. '.he accurate diagnosis of this so-called FH Tygerberg 
mutation in subjects with FH is possible now by means of the amplification of 
genomic DNA (using the polymerase chain reaction) and restriction enzyme 
analysis. 
rhc allele frequencies of foi.,r restriction-fragment-length-polymorphisms 
(RFLP's) in the LDL-receptor gene were determined for 17 FH heterozygous 
patients and 21 control individuals. Stafistical analysis indicated e1 significant 
rise in the frequer-::>' of the lea!>t frr~quent a'l~le of the Ava 11 polymorphism (x.2 
= 7. ~ 4, P<0.01 ). This indicates ~:cpulation association of the allele with ~ 
gene that c:;iuses FH. The hcteroz1~ Jsities and PIC values of each RFLP 
s1~a were deterrninea, and these values disclosed thdt the Sma I site would be 
the mo : .. r fo1-:-,1ative in genetic linka~r studies, fol1owed bv the Ava II and 
NcCJ ' • . ~ , 1 r.ese three sit~s were. all moderately µolymorphic. The Stu I 
~ ·+ 1 was 1he least polymorphic and the. efore would be ~; 1e le 1st informative of 
the four RFLP sit..:s in genetic studies. 
A 478 bp deletion in exon 18 of the LDL-receptor gene was detected in 2 FH 
heterozygous coloured patients. One of the two patients was heterozygous 
for the FH-1 mutation. This deletion is most likely a polymorphism as it was 
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detected in the 3'-nontranslated region of the LDL-receptor gene and 
therefore it may be used in genetic marker analysis. 
This study suggests that the moderately informative RFLP sites (Sma I, Ava II 
and Nco I) r.iust be combined with the TA dinucleotide repeat locus, also 
moderately informative, to indirectly diagnose FH in families where the direct 
molecular diagnosis of FH, by means of the detection of the FH associated 
mutations. !s not possible. 
A better molecular diagnostic service is nov. possible for the coloureds with a 
high risk for CHO by combining the screening for FH associated mutations 
with RFLP and dinucleotide repeat polymorphism studies. 
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1. INLEIDING 
1. 1. Hiperlipidemiese veroorsakende siektes 
Koronere hartsiekte (KHS) veroorsaak ongeveer die helfte van alle 
kardiovaskulere sterftes (Utermann, 1990). In Amerika en baie verwesterde 
industrielP. lande is KHS die belangrikste oorsaak van mortaliteit. KHS word 
gewoonlik veroorsaak deur aterosklerose, die akkumulasie van onder meer 
lipiede in arteriele wande. Eerste-orde onafhanklike risikofaktore in die 
ontwikkeling van KHS sluit in hipercholesterolemie, die oormatige gebruik van 
sigarette en hipertensie (Dawber, 1980; Keys, 1980). Diabetis mellitus, stres 
en onaktiwiteit is belangrike tweede-orde risiko-faktore (Dawber, 1980; Keys, 
1980). 
Dit word algemeen aanvaar dat KHS 'n neiging toon om in sekere families te 
groepeer (Gertler & Wl" ite, 1954; Thomas & Cohen, 1955; Slack & i::vans, 
1966). Die outosomaal dominante vorme van familiele hiperlipidemie is van 
die algemeenste genetie~~ siektes by die mens en word geassosieer met die 
vorming van vroee KHS. Die huidige genetiese klassifikasie van dominante 
famili~le hipercholesterolemie is gebaseer op die pionierswerk van Goldstein 
en medewerkers (1973). Orie monogeniese lipiedsiektes kan onderskei word 
op grond van verskillende verspreidingspatrone van plasma 
cholesterolwaardes en trigliseriedvlakke in verwante individue, nl. familiele 
hipercholesterolemie, familiele hipertrigliseridemie en familiele 
gekombineerde hiperlipidemie. 
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1. 2. Farnilie/e hipercholesterolemie 
Familiele hipercholest~rolemie (FH) is die beste voorbeeld van 'n 
monogeniese siekte waar die mutante geen b&ide hip~rcholesterolemie en 
aterosk~erose veroorsaak. FH is een van die mees algemene 
enkelgeensiektes ter w6reld en word op 'n outosomaal dominante manier 
oorgeerf. In vergelyking met die ander monogeniese lipiedsiektes kan FH die 
maklikste gediagnoseer word op kliniese vlak. Die kriterium wat FH van die 
ander familiele hiperlipidemiee onderskei is die amper volledige uitdrukking 
van hipercholesterolemie in geaffekteerde kinders (Goldstein et al., 1973). 
FH word gekarakteriseer deur 'n lewenslange verhoging in die vlak va'l serum 
lae-digtheid lipoprote'ien (LDL) cholesterol en normale trigliseriedvlakke 
(Goldstein et al., 1973; Brown & Goldstein, 1986; Goldstein & Brown, 1989). 
Verdere kenmerke sluit in die voorkoms van xantomas (vetneerslae in die vel 
en tendons) en vroee aterosklerose (Brown & Goldstein, 1986; Goldstein & 
Brown, 1989). 
FH word veroorsaak deur mutasies in die LDL reseptor geen (Goldstein & 
Brown, 1983). Die LDL reseptor is 'n seloppervlakte-glikoprote'ien wat plasma 
LDL, die vernaamste cholesterolt:ansportprote'iene, bind en tot binne-in selle 
vervoer deur die proses van reseph,;r~emedieerde-eildcoitose (Pastan & 
Willingham, 1983; Yamamoto et al., 1984). Binne die selle word die LDL 
afgebreek en word die cholesterol vrygestel vir gebruik in die sir.tese van 
membrane en stero'iedhormone, asook vir die regulering van die uitdrukking 
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van seloppervlakte-reseptors d.m.v. terugvoerregulering (Yamamoto et al., 
1984). 
Die voorkoms van FH heterosigote is 1 uit 500 in die meeste populasies, 
terwyl die homosigote wat twee defektiewe gene oorge~rf het, voorkom teen 
'n frekwensie van 1 uit 'n miljoen pasgebore babas (Goldstein <li Brown, 
1989). 
111 indiv1due wat heterosigoties is vir 'n LDL reseptor mutasie, word net die 
helfte van die normale aantal funksionele reseptore op die seloppervlakte 
uitgedruk. Gevolg!ik vind binding, internalisering en afbreking van plasma 
LDL teen die helfte van die normale tempo plaas (Goldstein & Brown, 1989). 
Cholesterolvlakke by heterosigote varieer tussen 300 en 500 mg/di met 'n 
gemiddelde van 340 mg/di (Grundy, 1986; Goldstein & Brown, 1989) 
Simptomatiese KHS kom voor teen die gemiddelde ouderdom van 50 jaar by 
mans en 60 jaar by vroue (Goldstein & Brown, 1989), en word gerapporteer in 
3-6% van relatief jong oorlewendes van hartaanvalle (Pattersson & Slack, 
1972; Goldstein et al. , 1973; Nikkila & Aro, 1973). 
By FH homosigote is diE linie se beeid baie erger as by FH heterosigote en 
die plasma konsentrasie van ' .DL-cholesterol is ook baie ho~r (Hobbs et al., 
1992). Min tot geen funk 1Jlele reseptore word uitgedruk op die 
seloppervlaktt' en totc:.ie ~ias · 1 .. ol~sterolvlakke V<"ieer tussen 600 en 1200 
mg/di (Goldstein & Brown, ·198:J). Weens hierdie massiewe toename in 
plasma cholesterol sterf homosigotie~;! - individue gewoonlik aan hartaanvalle 
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voordat hulle volwassenheid kan bereik, tensy streng 
cholesterolverminderende behandeling toegepas word (Thompson et al., 
1975). Die mutasies wat in beide die LDL reseptor gene by homosigote 
voorkom kan identies wees (ware homosigote) of van mekaar verskil 
(saamgestelde heterosigote) (Goldstein & Brown, 1989). 
1. 3. Die struktuur van die LDL reseptor geen 
Die mens LDL reseptor geen is gelee op die distale gedeelte van die kort arm 
van chromosoom 19 (p13.1-p13 3) (Lindgren et al. , 1985). Die lengte von die 
geen is 45 kilobasispare (kb) en dit wo1J verdeel in 18 eksons en 17 intrans 
(SOdhof et al., 1985). Die mRNA van die LDL reseptor is 5.3 kb lank en 
kodeer vir 'n prote'ien van 860 aminosure (Yamamoto et al. , 1984). Die 
mRNA bevat 'n lang ongetransleerde streek van 2.5 kb aan die 3'-kant. 
waarvan die uitstaande kenmerk die teenwoordigheid van verskeie kopiee 
van die Alu familie van herhalende volgordes is (Yamamolo et al. , 1984). 'n 
Noue verwantskap heers tussen die eksons in die geen en die vyf 
kenmerkende funksicnele gebiede van die LDL reseptor prote·ien (SOdhof et 
al., 1985): 
Ekson 1 kodeer vir 'n kort 5'-ongetransleerde streek en 21 hidrofobiese 
aminosure wat die sg. seinvolgorde uitmaak. Hierdie gedeelte word van die 
reseptorprote'ien afgesny gedurende die proses waartydens die prote'ien na 
die endoplasmiese retikl.i!um (ER) beweeg om sodoende 'n volwasse prote:·en 
van 839 aminosure daar te stel. 
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Gebied 1: 
Eksons 2-6 kodeer vir die gebied van die reseptorproteren wat aan die apo B-
100 gedeelte van die LDL molekule bind. Hierdie gebied bevat 'n 
sisterenryke volgorde wat sewe keer herhaal word. lntrons kom voor aan die 
einde van herhalings I, II, V, VI en VII , terwyl herhalings Ill, IV en V ingesluit 
word binne ekson 4. Die sisteYenherhalings toon 'n sterk homologie met 
volgordes in verskeie prote·iene van die sg. komplimentkaskade (SOd'iof et 
al., 1985; Marazziti et al, 1988). Verskillende kombinasies van die 
veelvoudige siste"ienryke herhalings in die ligandbindende gebied stel die 
reseptor in staat om twee struktureel verskillende ligande te kan bind, nl. apo 
!3-100 van LDL molekules en apo E van p-VLDL ("very low density 
lipoproteins") molekules. 
Gebied 2: 
Die volgende agt eksons in die LDL reseptor (eksons 7 tot 14) kodeer vir 'n 
gebied wat homoloog is aan die mens epidermale groeifaktor (EGF) 
voorlopergeen (SOdhof et al. , 1985). Hierdie gebied bevat drie siste"ienryke 
herhalings van 40 aminosure elk (bekend as A, B en C) wat verskil van die 
herhalings in die ligandbindende gebied. Gebied 2 word benodig vir die 
suurafhanklike dissosiasie van lipoprotei·ene en reseptors in die endosoom 
tydens reseptorhersirkulering. Die EGF-voorloper-homologie gebied 
posisioneer verder ook die ligandbindende gebied op die seloppervlakte 
sodat dit LDL kan bind (Davis et al., 1987a). 
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Gebied 3: 
Ekson 15 kor'<eer vir 'n volgorde wat 58 aminosure lank is, verryk is met 
serien- en treonienresidue en die aanhegtingsetel is vir verskeie 0-
gekoppelde koolhidraatkettings (Oavis et al. , 1986a). 
Gebied 4: 
Ekson 16 en die 5'-gedeelte van ekson 17 kodeer vir die 
membraanspannende gebied van die reseptor wat uit 22 hidrofobiese 
aminosure bestaan. H1erdie gebied anker die prote·ien aan die selmembraan. 
Gebied 5: 
Die 5'-gedeelte van ekson 18 en die oorblywende gedeelte van ekson 17 
kodeer vir die sitoplasmiese gebied wat die sein bevat wat essensieel is vir 
die lokalisering van die reseptor in klatrienuitgevoerde putjies op die 
seloppervlakte (Lehrman et al. , 1985a; Davis et al. , 1986a; Davis et al. , 
1987b; Chen et al. , 1990). Die oorblywende gedeelte van ekson 18 
spesifiseer die 2.5 kb ongetransleerde streek van die mRNA. 
Aangesien baie van die eksons in die LDL reseptor geen homologie toon met 
eksons van ander gene, is die voorstel gemaak dat gene vir verskeie 
multifunksionele pro~e"iene ontwikkel het deur die rondskuif van eksims. Die 
feit dat eksons tussen die LDL reseptor geen en ander gene gedeel word, 
ondersteun Gilbert sa hipotese aangaande die aard en funksies van intrans 
(Gilbert, 1978). Volg9ns Gilbert gee intronvolgordes aanleiding daartoe dat 
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funksionele gebrede (spesifieke eksons kodeer vir sulke gebiede) tussen 
verskillend& proterene rondskuif om sodoende mosa·iekkombrnasies van 
voorafgaande funl-.sionele eenhede te vorm. 
Die regulering van transkripsie van die LDL reseptor geen vind plaas d.m.v. 
terugvoeronderdrukking wat gemedieer word deur die eindproduk, 
intrasellulere ~holesterol. DNA-volgordes wat verantwoordelik is vir die 
s• ~rolgereguleerde uitdrukking van die geen in dierselle word in die 5'-
aangrensende gedeelte van die LDL reseptor geen aangetref (Goldstein & 
Brown, 1990; Smith et al., 1990). Orie nie-perfekte direkte herhalings van 16 
bp elk, twee AT-ryke opeenvolgings (TATA bokse) en 'n groepering van 
mRNA-inisiasie-setels word binne 200 bp van die inisieerder-metionienkodon 
aangetref waar hulle direk betrokke is by transkripsie. Twee van die direkte 
herhalrngs, nl. herhalingf, 1 en 3, toon 'n interaksie met die trans' ·ipsie faktor 
Sp1 en stimuleer op hieruie manier transkripsie. Hierdie volgordes benodig 
egter die bydrae van die derde direkte herhaling voordat hoe vlak uitdrukking 
kan plaasvind. Herhaling 2 bevat 'n element bekend as SRE-1 wat positiawe 
sterolregulering toclaat. In die afwesigheid van sterole werk SRE-1 saam met 
die twee Sp1-setels om transkripsie te stimuleer, terwyl drt sy aktiwiteit verloor 
hJnneer sterole in die sel akkurnuleer. Wanneer selle dus in die 
teenwoordigheid van sterole aangekweek word, wo d reseptor mRNA sintese 
deur bg. regulerende meganisme onderdruk en vind daar 'n gelyktydige 
afname plaas in LDL reserrl"lrs op die seloppervlal~e. 
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1.4. Mutasies in die LDL reseptor geen 
l.4.1. Funksioncle klasse van mutasies 
Teen 1992 was mcer as 150 mutasies in die LDL reseptor geen ge'identifiseer 
(Hobbs et al. , 1992). Hierdie mutasies word in vyf kla;.;::~ gegroepeer op 
grond van biosintetiese en funl(sionele studies (Brown & Goldstein, 1986; 
Hobbs et al. , 1990): 
(i) Klas 1 mutasies: nut allele 
lndividue wat klas 1 mutasies besit, sintetiseer geen reseptore nie of 
sintetiseer wel reseptC'r'°, maar teen 'n lae konsentrasie. Die mees algemene 
tipes klas 1 mutasies wat eweredig versprei is oor die eksons, is onsin- en 
leesraamverskuiwingsmutasies. Hierdie mutasies vProorsaak dat mRNA 
geproduseer word wat van normale grootte is. maar wat 'n lae konsentrasie 
het (Hr,bbs et al. , 1988}. Een vaa die eerste klas 1 mutasies wat beskryf is, is 
'n delesie van 5 kb wat van ekson 13 tot by 'n Alu herhalende element in 
intron 15 strek (Lehrman et al. , 1986}. Hierdie mutasie het tot gevolg dat 
geen reseptorprote·ien geproduseer word nie. 
(ii} Klas 2 mutasies: transport-defektiewe allele 
Klas 2 mutante sintetiseer reseptore wat nie die setoppervlakte bereik nie, 
aangesien jlulle vervoer vanaf die ER na die Golgi-komplP.ks geblokkeer 
word. Die reseptore bly gevolglik in die ER waar hulle uiteindeli~ afgebreek 
word, of beweeg na die seloppervlakte teen 'n baie stadige tempo l:i hierdie 
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mutante word die 0- en N-gekoppelde suikers 6f gedeeltelik 6f heeltemal 
geprosesseer. Die blokkering in vervoer wat d1~ur ldas 2 mutasies veroorsaak 
word, is die gevolg van foutmL'tasies of kort delesies wat nie die leesraam 
verander nie. Hierdie mutasies verander egter die aminosuurvolgorde van 
die reseptor en lei dan tot volledige of algehe;e 1·isvouing van die prote'ien. 
'n Totaal van 71 (53%) van die 134 FH homosi3ote wat voorkom in die sg. 
Dallas versameling wat deur Helen Hobbs en haar medewerkers (Hobbs et 
al. , 1990} saamgestel is, het ten minste een klas ~ alleel. 
(iii) Klas 3 mutasies: bindings-defektiewe allele 
Klas 3 mutasies lei tot die vorming van reseptorprote'iene wat normaal 
gesintetiseer en vervoer word na die seloppervlakte, maar wat nie LDL 
molekules normaal kan bind nie Ongeveer 25% van die fibroblastkulture van 
die homosigote in die Dallas versameling het prote'iene geproduseer wat op 
klas 3 mutasies dui (Hobbs et al., 1990). Sewe van die nege klas 3 mutasies 
wat gekarakteriseer is, behels substitusies of herrangskikkings in die 
siste'ienryke herhalings van die ligandbindende gebied. 'n Verdere twee 
mutasies behels delesies in die naasliggende EGF voorloper-homologie 
gebied. 
(iv J Klas 4 mutasies: lnternalisasie-defektiewe allele 
Reseptcrprote·iene met klas 4 rnutasies kan na die seloppervlakte beweeg en 
LDL-partikels normaal bind, maar is nie in staat om in klatrienuitgevoerde 
putjies op die seloppervlakte saam te pak nie. Hierdie reseptore kan dus nie 
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LDL internalis~er nie. Ses verskillende internalisasie-defektiewe allele kon 
reeds in 1990 gekei ·akteriseer word (Hobbs et al., 1990). Al die allele het 
mutasies getoon wat veranderinge in die sitoplasmiese gebied van 50 
..-n~inosure •.1e1oorsaak (Lehrman et al., 1985a; Lehrman et al., 1985b; Davis 
,:t aL 1986b; Lehilmm et al., 19~7a; Aaho-Setala et al ., 1989). Die mutasies 
is verder geklassifiseer in twee subgmepe afhangende of die mutasie die 
sitoplasmiese gebied allt:en behels en of dit die aangrensende 
membraanspannende streek insluit. 
(v) Klas 5 mutasies. Hersirk.1..ll~rings-defektiewe allele 
Geendefekte v.. 1rd gekiussifiseer as klas 5 mutas1f::s as dit tot gevolg het dat 
reseptore ligande 1i11rmaa: bind en intcrnahseer, maar misluk om die ligande 
in die endosoom vry te stel. Op h1e1d:e manier knn 1ersirkulering v:.An die 
reseptore 11a die seloppervlakte ni~ pla..tsvird nte. 'n Totaal van 2;!% van die 
fibrobla.;;tstamme in die Dallas versame11r1g het 'n tdac:; 5 fe·1utip~ getoon 
(Hobbs et al., 1990). Dit sluit in 11 foutm!.Jtasies wat almal in di? homolo~ 
EGF-voorloper-gebied voorkom. Aanges1en hierdie gebied die ~u 1..1rafhanklike 
dissosiasie van die reseptor (Davis et al. , 19c7a) en die ligan~ ... , die 
endosoom medieer ('n essensiele proses vir reseptnrhersirkulering), het 
mutasies in hierdie gebied tot gevolg dat die resep1:nr-!igand-kompleks 
gedegradeer word en die reseptor nie na die selopperv!aktt ~~n tcrugkeer 
nie. 
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1.4.2. Mutasies in die prom\ltorstreek 
Tot en met 1992 is slegs drie mutasies wat natuurlik voorkom in die 
promotorstreek ge'identifiseer. Hierdie mutasies sluit in twee foutmutasies 
("missense mutations") en een 3 bp-delesie. Al die mutasies is betrokke by 
een van die twee Sp1 bindingsetels (Hobbs et al. , 1992). 
Die lae voorkoms van promotormutasies kan waarskynlik toegeskryf word aan 
die beperkte lengte van h1erdie segment (200 bp) in kontras met die baie 
langer prote'ienkoderende volgorde (Hobbs et al., 1992). Top et al. het in 
1992 10t die gevolgtrekking gekom dat mutasies in die regulatoriese elementf1 
van die promotorvolgorde nie 'n groot rol speel in die etiologie van FH nie, 
acmgesien nie een pasi~nt van 'n groep van 350 FH pasil;!nte mutasies in die 
promotorstreek getoon het met 'n kombinasie van PKR en DGGE tegnieke 
nie. 
1.4.3. Delesies en I nscrsies 
Studies wat m.b.v. die Southern-kh::i"ftegniek uitgevoer is in 'n groot aantal FH 
pasi~nte het getoon dat groot strukturele herrangskikkings 2 - 6% van LDL 
reseptor geendefekte uitmaak (Horsthemke et al., 1987; Langloi~. et al., 1988; 
Kajinami et al. , 1990). Dit is 'n aanduiding dat die meerdetheid van FH-
verwante 111utas1es nukleotiedsubstitusies of klein delesies en insersies is wat 
buite die opsporingsvlak van die Southern-klad metode val. 
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Karakterisering van verskeie groot delesies in die LDL reseptor geen het 
aangetoon dat daar setels in eksons 1 tot 8 en eksons 13-18 van die LDL 
reseptor geen is waar groat herrangskikkings by voorkeur plaasvind (Langlois 
ct al. , 1988). Die. meeste van die delesies wat reeds op molekul~re vlak 
gekarakteriseer is, is die resultaat van rekombinasie tussen herhalende 
volgordes wat by die delesie-breekpunte gevind word. Hierdie herhalende 
volgordes is deel van die Alu familie van herhalende volgordes. Die Alu 
herhalings is hoofsaaklik teenwoordig in intrans 2 tot 8, en in intrans 12 tot 17. 
lnsersies in die LDL reseptor geen het oak ontstaan a.g.v. nie-homolo~ 
rekombinasie tussen Alu herhalings. In die Dallas versameling van mutante 
allele (Hobbs et al. , 1990) is groat strukturele herrangskikkings by 13% (24 
van die 183 mutante allele) van die mutante allele opgespoor. Hierdie groep 
het egter net drie insersies ingesluit, waarvan die verlengde prote'ien in twee 
gevalle die gevolg is van die duplisering van sekere eksons. Kotze et al. (in 
druk, 2) het 'n 18 bp duplikasie in ekson 4 van die LDL reseptor geen 
opgespoor in die Afrikaners. Dit blyk dat groat insersies in die LDL reseptor 
geen skaarser is as delesies. 
1. 5. Molekulere metodes vir die opsporing van mutasies 
Die verskeidenheid van mutasiP~ "•'dt in dk mer.slil e genoom voorkom kan 
vaneer van enkelba .>i~paarverand :,-;-.~e toe herrangskikkings wat groot dele 
van chromosome kan behels, of selfs volledige chromosome kan insluit. Die 
bestaan van verskillende mutasie-tipes noodsaak diverse benaderings tot 
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mutasie-opsporing. Dit is dus duidelik dat tegnieke soos ~,uthern-: lad 
metode (Southern, 1975) wat gebruik word om groat veranderinge op te 
spoor, onsuksesvol sal wees in die opsporing van puntmutasies, kle1n 
delesies en insersies. Verskeie tegnieke is oor die afgelope paar jaar 
ontwikkel om enkelbasis-substitusies in PKR-produkte op te spoor. Die mees 
algemene tegnieke s;uit in RNase A vertering, hidroksielamien/osm1um tetro-
oksied chem1ese snyding, denaturerende gradi~nt gel-elektroforese (DGGE), 
enkelstring-konformasie-polimorfisme (ESKP) analise en heterodupleks-
analise. Die RNase A vertering (Myers et al. , 1985) en die chemiese snyding 
(Cotton et al., 1988) metodes is nie prakties maklik uitvoerbaar vir die sifting 
van 'n groat aantal individue nie, aangesien hierdie metodes verskeie 
laboratoriummanupilasies vereis vir elke monster. Verder word die 
herhaalbaarheid van hierdie twee tegnieke vir die opspoor van bekende 
mutasies bevraagteken (Theophilus et al., 1989). Die DGGE metode 
(Sheffield et al., 1989) is 'n sensitiewe en betroubare metode, maar dit vereis 
die addisionele sintese van GC-ryke 5'-punte vir alle voorvoerders en spesiale 
elektroforese-apparaat. Van die meer suksesvolle metodes om mutasies 
vinnig en maklik op te spoor, is: 
1.5.1. Polimerase ketting reaksie 
Die bestuder.n::- .1•, ~pesifieke nukleotiedvolgordes word dikwels beperk deur 
die beskil,ba. • tw ·d van slcgs klein hoeveelhede materiaal waarmee gewerk 
kan word. Die polimarase ketting reaksie (PKR) (Saiki et al., 1985; Mullis & 
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Faloona, 1987) het egter beperkings soos hierdie oorbrug en is in staat tot die 
selektiewe verryking vir 'n spesifieke DNA-volgorde met 'n faktor van 106. 
Hierdie revolusionere tegniek het die manier waarop genetiese diagnose 
uitgevoer kan word geweldig verbeter. Dit het verder daartoe bygedra dat die 
proses van mutasie-opsporir,g versnel is en die tegniek word ook ekstens;ef 
gebruik om onder meer die volgorde van 'n DNA-segment direk te bepaal. 
PKR behels twee oligonukleotied-voorvoorders wat aan weerskante van 'n 
spesifieke DNA-volgorde bind sodat die streek daartussen selektief 
vermeerder word na herhaalde siklusse van hitte-denaturenng, binding van 
voorvoerders aan komplementere volgordes en verlenging van die gebonde 
voorvoerders met 'n DNA-polimerase. Elke opeenvolgende siklus verdubbel 
die hoeveelheid van DNA-µroduk, omdat die produkte van een rondte van 
amplifikasie as template dien vir daaropvolgende amplifikasie. Op hierdie 
manier word die spesifieke teikensegment eksponensieel vermeerder. 
Die PKR benodig die volgende: deoksinukleotiede om beide die energie en 
die n ukleosiede vir DNA-sintese te voorsien, DNA-polimerase ensiem, 
voorvoerders, templaat en 'n buffer wat magnesium bevat. Die oorspronklike 
protokols vir die PKR (Saiki et al., 1985; Mullis & Faloona, 1986; Mullis & 
Faloona, 1987) het van die Klenowfragment van E. coli DNA-polimerase I 
gebruik gemaak om die verlenging van die gebonde voorvoerders te 
kataliseer. Aangesien bg. ensiem ge·1naktiveer word by die temperature wat 
benodig word om DNA te denatureer, moes vars ensiem by elke rondte van 
amplifikasie bygevoeg word. Dit het swak opbrengs en produkte van 
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varieerbare grootte tot gevolg gehad (Scharf et al., 1986). Hierdie probleme 
is uit die weg geruim met die bekendstelling van 'n termostabiele DNA-
polimerase (Saiki et al., 1988) wat uit die termofiliese bakterium Thermus 
aquaticus ge'isoleer is en wat ekstensiewe inkubasie by 95°C kan weerstaan. 
t.5.2. Die heterodupleksmetode 
Hierdie metode word oor die algemeen gebruik m gevalle waar ci1a posisie 
van die mutasie onbekend is en dien dus as 'n siftingsmetode vir m.r~~ 
mutasies (Keen et al., 1991; White et al. , 1992). Voordele van die 
heterodupleks-siftingsmetode is o.a. die eenvoud en die feit dat die gebruik 
van radio-isotope vermy kan word. Die grootste nadeel is dat 100% 
opsporing van mutasies nie moontlik is met die to~passing van hierdie 
tegniek nie. Daar word beraam dat die heterodupleksmetode tussen 80-90% 
van mutasies npspoor. 
Die beginsel waarop hierdie metode berus is die volgende. 'n Heterodupleks 
wat bestaan uit twee komplimentere stringe met 'n enkele misparing se 
mobiliteit in 'n nie-denaturende poli-akrielamiedgel sat verskil vc-n die 
mobiliteit van die ooreenstemmende homoduplekse (Keen et al., 1991; Perry 
& Carrell, 1992; White et al., 1992). Op hierdie manier kan die twe'3 tipes 
duplekse geskei word, aangesien die heterodupleks-DNA gewoonlik stadiger 
in die gel migreer as die homodupleks-DNA. 
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Dit is moontlik dat toekomstige modifikasies in heterodupleksanalise die 
opsporing van mutasies nader na 100% kan bring, maar dit blyk dat hierdie 
tegniek die beste benut kan word wanneer dit m kombinasie met die 
enkelstring-konformasie-polimorfisme tegniek gebruik word. 
1.5.3. Die enkelstring-konformasie-polimorfume (ES.KP) 
opsporingstegniek 
Die ESKP tegniek (Orita et al. , 1989a; 1989b) is as 'n siftingsmetode 
ontw1kkei om PKR-geamplifiseerde DNA-fragmente te ondersoek vir 
onbekende mutasies, maar dtt kan ook gebruik word om bekende muta:>ies 
op te spoor of uit te skakel. 
Die voordele van ESKP is dat dit eenvoudig is, geen toksiese chemikalie~ of 
tydrowende hibridisasie-stappe benodig nie en dat dit tans ook as 'n nie-
r adk• ·aktiewe tegr>iek benut kan word. Die grootste nadeel van hierdie 
~iftinJa~oetode is dat die sensitiwiteit daarvan uiters afhanklik is van die 
ei.. .~parimentele kond1sies, soos die tipe gelmatriks, temperatuur, 
f": ~trofor~tiese toestande, dimensies van die gel, oorlaaiing van die gel en 
die isotoop wat gebruik word indien radio-aktiewe ESKP gedoen word. Dit 
blyk ook dat hierdie metode nie alle enkelbasisverancieringe kan opspoor nie 
en gevolglik moet vari~rendP eksperimentele kondisies toegepas word om 
optimale toestande vir spesifieke mutasies of fragmentlengtes daar te stel. 
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Die beginsel waarop die tegniek berus is die volgende. Die elektrofo:-etiese 
mobiliteit van enkelstringnukle'iensure is onder nie-denaturende toestande nie 
net afhanklik van die grootte van die DNA-enkelstringe r.ie, maar ook van die 
DNA-volgorde. Met ESKP-analise word 'n mutante volgorde waargeneem as 
'n verandering in mobiliteit op nie-denaturerer.de poli-akrielamiedgels.. Die 
verskil in mobiliteit is die gevolg van die verskillende konformasies wat 
enkelstring DNA-monsters, wat in basisvolgorde verskil, onder nie-
denaturende toestande aanneem. 
Kort fragmente is die geskikste vir die opspoor van mutasies deur ESKP, en 
dus word fragmente van minder as 400 bp gewoonlik geamplifiseer vir analise 
met hierdie metode. 
Ethidiumbromied of silwerkleuring is sens1tief genO\~Q 0 ri mobiliteitsverskille 
in die gels aan te toon (Picci et al., 1992; Yap & McGee, 1992), maar radio-
isotope word die> algemeenste gebru1k. 
1.5.4. Die Southem-kladtegniek 
Die metode van Southern (Southern, 1975) word algemeen gebn.1ik om groot 
herrangskikkings soos delesies en insers1es op te spoor. In uitsonderlike 
gevalle kan puntmutasies opgespoor word wanneer die mutasie binne 'n 
restriksie-endonuklease herkenningsetel gelee is. 
Met uitvoering van die tegniek word DNA wat deur restriksie-endonukleases 
verteer is deur gel-elektroforese gefraksioneer, waarna die DNA-fragmente as 
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enkelstringe na 'n geskikte membraan 0019&'.ira word d.m.v. kapill~re 
oordrag. 'n DNA-peiffragment wat kompliment~r is aan die DNA-volgorde 
waarvoor gepeil w::>rd, word radio-aktief gemerk, gedenatureer en 
geh1bridiseer met die volgordes op die membraan. Die spesifieke plek op die 
membraan waar die peiler bind word gevisualiseer deur outoradiografie. 
Tegnieke wat nie-radio-aktiewe peilers ge:bruik is redelik onlangs ontwikkel. 
l.S.5. DNA voJgorde bepaling 
Die uiteindelike karakteris~ring van 'n mutasie vereis die bepaling van die 
DNA-nukleotiedvolgorde. Volgorde bepaling van PKR-produkte kan as 'n 
siftingsmetode gebruik word, maar dit is tydrowend en duur. Die 
oorspronklike templaat vir die PKR kan mRNA (en dus cDNA) of genomiese 
DNA wees. Die PKR-produk kan dan gesubktoneer word in 'n geskikte vektor 
of die volgorde daarvan kan direk bepaal word. 
Daar is twee metodes vir die volgorde bepaling van DNA, nl. die chemiese 
metode van Maxam en Gilbert (Maxam & Gilbert, 1980) en die ensiematiese 
metode van Sanger et al. (1977). 
1.5.6. Die amplif'tbsie-inhiberende-mutasie-sisteem (AIMS) 
Deur een van die voorvoerders van 'n PKR-amplifikasie-paar by die punt van 
'n bekende mutasie te plaas waar hierdie voorvoerder 6f in die mutante 6f in 
die wilde-tipe vorm is, kan PKR-toestande aangepas word sodat slegs die 
mutant of die wilde-tipe onderskeidelik geamplifiseer word. Die AIMS-tegniek 
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(Newton et al. , 1989) is een van die variante van bg. benadering en is 
afhanklik van '11e misparing van die spesifiek.e voorvoerder by sy 3'-kant. Die 
misparing het dan tot gevolg dat amplifika£ie 6f plaasvind 6f dat dit verhoed 
word. Ander ontwikkelinge (Chamberlain et al. . 1988; Chamberlain et at. , 
1990) het gelei tot verdere variante soos multipleks-PKR waar veelvoudige 
spesifieke allele gelyk geamplifiseer kan word. lndien die geamplifiseerde 
fragmente in grootte varieer is dit moontlik om elkeE-n waar te neem m. 
skeiding d m.v. gel-elektroforese. 
Hierdie tegniek is dus 'n eenvoudige en effektiewe uitbreiding van die PKR-
metode wat diagnosties gebruik kan word vir die v•1 inige opsporing van 
bekende mutas1es. Hierdie nie-rad10-aktiewe metode kan duidelik onde~~ei 
tussen heterosigote en homosigote by 'n lokus vir enige van die allele. 
1. 6. Polimorfismes in die LD' aseptor geen 
1.6.1. Re~triksic--fragment-lengte-polimorfismes (RFLP' s) 
Die term polimorfisme is deur Vogel en Motulsky in 1986 gt:'Cl0~'iieer as 'n 
Mendeliese kenmerk Nat in 'n populasie voorkom wanneer ten minste twee 
fenotipes waameembaar is, waarvan nie een voorkom teen 'n frekwensie van 
minder as 1 % nie. Oit beteken dus dat die voorkoms van so 'n genetiese: 
toestand die gevolg is van selektiewe bev~~rdeling in die heterosigoot. 
aangesien die frekwens1e van di~ toestand nie verklaar kan word deur 
mutasie alleen nie. 
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In die verlede kon siegs pol1rnorfismes wat gelei het tot 1.>nderskeibare 
verskille tussen geer.produkte opgespoor word. Mc~ die t~atrede van 
rekombinante-DNA-tegnolorJie is dit nou moontlik om DNA-polimorfismes 
direk te bestudeer in die koderende en die nie-koderende streke van die 
ganoom. Restriksie-endonukleases kan polimorfismes opspoor wat ontstaan 
deurdat enkelbasispaarveranderinge 'n rostriksie setel skep of vemietig. 
Polimorfismes wat ontstaan deur im~"3~sies, delesies en herrangskikkings wat 
me lengte van die DNA t1.1ssen tw~0 restriksie setels be'invloed, kan ook deur 
restriksie-endonukleases opgespcor word. Die meerderheid van 
polimorfismes ontstaan klaarblyklik a.g.v. enkelbasispaarveranderinge. 
Restriksre-f: agment-lengte-polimorfismes (RFLP's) (Cooper & Schmidtke, 
1984) kom as norrnale variasie tussen individue voc.r en kan as genetiese 
merkers gebr!.Jik word wanneer h111le nabygekopp<JI is aan 'n siektelokus. 
RFLP's word dan g~bruik om die assosiasie van die siekte met 'n populasie te 
bestudeer of om die segregi:1sie van die siekte en merkerallele if'l 'n familie te 
volg. 
Die rr.0011tl1 ~{t . rneganisrr.es waardeur RFl_P's ontstaan en behou ·uord in die 
menslike J.moula5ie is der 1r Hill en Wainscoat (1986) opgesom. Die 
eP.nvou .... i~ste van hierdie :ne.ganismes verondern~el dc.t daar geen seleksie 
van dit;; alielo by 'n polimorfiese l1Jkus is nie e.1 behel~ die toename in die 
fre~wensie van 'n ailee! d.m.v. genetiese drywirig {""lenetic drift"). Aangesien 
die meerderneid van ONA-polir.-11.>rfismHs in die ni~-kodPrende streke voorkom 
(Cooper et al. , 1986), is da~r goe1e gronde vir die veronderstelling dat RFLP's 
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van hierdie tipe is. Die belangrikste alternatief tot voorafgenoemde 
meganisme is dat DNA-polimorfismes behou word deur selgktiewe druk, heel 
moontlik deur heterosigootbevoordeli;ig. Die derde meganisme wat sorg dat 
RFLP'~ in die populasie behou word, is deur die vorming van 
herhalingsmutasies. Dit is reeds vir 'n gen.Jime tyd bekond dat RFLP's teen 'n 
hoe frf'kwensie opgesp~or word deur restriksie-endonukleases wat die 
dinukleotied CpG in hulle herkenningsetels bevat (Barker et al. , 1984; Cooper 
et al. , 1985). Die potensiele bestaan va11 herhalingsmutasies by sµes1fieke 
CpG-setels hou belangrike implikasies ;n t.o.v. die keuse van die restriksie-
endonukle::ises wat gebru1k word in siekte assosiasie studies. 
Die vervvantskap tussen RFLP's en vatbaarheid vir spesifieke siektes kan die 
b~ste verklaar word in terme van koppelingsdisekwihbrium. 'n 
Koppelingsdisekwilibrit.m is teenwoordig wanneer spesifieke allele by een 
lokus saam met spes!fieke allele by 'n ander . Jkus voorkom op dieselfde 
chromosoom teen frekwensies hoer as wat toegeskryf kan weird a:m kans 
alleen. Wanneer 'n mutar.te geen se frekwensie in <.iie populasie toeneem, 
sal ir1c.1iv1due in daaropvolgende generasies nie net die mutante geen oorerf 
nie, maar ook die spesifieke allele VC'I"! naasllggende P.FLP's Die assos1asie 
tussen die merkerallele en die mutante geen sal met tyd afneem weens 
rek )mbinasie. In 'n ewekansrge p:,pulasie wauin daar geen s~leksie 
plaas"ind nie, sal die verwagte koppelingsdisekwilibrium nul wees. 
Aangasien c;ulke toestande sY.aars is 1n die praktyk, kan °11 mate van 
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koppelingsdisekwilibrium verwag word as 'n normale verskynsel oor relatief 
kort afstande (Lewontin, 1974; GoldinQ, 1984). 
Trad1sioneel is RFLP's opgespoor deur van die Southern-klad metode gebruik 
te maak. Die PKR het dit egter r.ioontlik gemaak om 'n kort DNA-streek wat 
rondom die restriksie-endonuklease setel van balang gele~ is, te amplifiseer. 
Die geamplifiseerde fragment word dan aan vertering deur die geskikte 
restriksie-endonuklease onderwerp, waarna die DNA direk op 'n gelmatriks 
gevisualiseer kan word . 
1.6.2. Dinukleotied-herha'ings: JHm ... l~~mes 
M1krosatellietherhalings (ook bekend as eenvoudige nukleotiedvolgorde 
herhalings), spesifiek die dinukleotiedherhalings (AC)n, (AG)n en (AT)n, is 
volop in dte eukanotiese genoom en hoogs polimorfies a.g.v. die variasie in 
die: aantal herhalende ... enhede (Weber & May, 1989; Tautz, 1989; Litt & Luty, 
1989). Mikrosatelliete bestaan (;')Woonlii< uit 10-50 kop1ee van mot1ewe wat 
1-6 bp lank kan wees en wat as perfekte hndem herhalings, nie-perfekte 
(onderbreekte) herhalings of saam met 'n ander herhalingstipe kan voorkom. 
Hierdie eenvoudige herhalings word geanaliseer deurdat PKR-amplifikasie 
van ·n kart g~nomiese streek, wat die herhalende volgorde: bevat, uitgevcer 
word. Daarna word die lengtes van die herhalings na gel-elektroforese 
bepaal. Agarose gels knn gebruik word om die bande te skei , maar vir 
optimale resolusie is dit dikwels nodig om de~aturerende poli-akrielam.~dgels 
te gebruik. Hierdte tipe polimorfisr.1e is stabiel g ..... noeg om in genetiese 
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analise te gebruik. Hoogs polimorfiese, ewekansig verspreide mikrosatelliete 
kan 'n groot bydrae lewer tot die identifikasie van vatbaarheidsgene vir 
algemene mensgenetiese siektes. 
1.6.3. Die hepaling van haplotipes 
RFLP-analise kan verbeter word deur die samestelling van haplotipes. 'n 
RFLP-haplotipe is die spesifieke kombinasie van allele van restriksie-
endonuklease setels en dus die spesifieke patroon van polimorfismes 
saamgekoppel op 'n chromosoom. Hri:>lotipe-analise is nie net bruikbaar in 
koppelingstudies in families nie, maar woru ook toegepas in popufasie-
studies. Haplotrpes kan oo'< baie nuttig wee:; om die oorsprong en migrasie 
van spesifieke allele te bepaal (Wain:;coat et al., 1983; Chakravarti et al. , 
1984; Orkin et al. , 1984). 
In 'n paging om spesifieke mutasies in die p-globien geen te identifiseer, het 
Orkin et al. (1982) DNA-monsters van pasiente wat klinies homosigoties is vrr 
P-thalassemie bestudeer Na bestudering van die polimorfiese restriksie-
endonuklease setels !n die p-globrengeen groep ("µ-gene cluster") van drie 
pasiente en hul!e ouers, is gevrnd dat al dne die pasrente dieselfde mutasie, 
.1at 'n translasre-stopsein tot gevolg het, toon VenJ.~r is daar gevind dat al 
drie die pasiente 'n assosiasie toon tussen die onsrnmutasre-gene en 
haplotipe II-chromosome. Die assosiasie van 'n spes1fieke thalassemre-
mutasie met een haplotrpe, het voorgestel dat elke h~plotipe dre 
teenwoordigheid van 'n spesifieke mutante alleel kan aandui. Die koppeling 
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van spesifieke mutasies en haplotipes is 'n voorbee'd van 
koppelingsdisekwilibrium waar sresifieke allele assosieer is rr -;t neutrale 
DNA-veranderinge. Die kopp~lin9s kan verlore 9.~d1. weens die 
veelvoudiglike ontstaan van spesifieke defekte cf d:::ur DNA rekombinasie (of 
rnutasie) wat da · die geassosieerde restriksie setel polimorfismes kan 
verander. 
In hierdie stuuie i~ 'iUlasie- ..... . haplot:pe-analise uitgevoer om te probeer 
vasstel of die er 'li·) :·somale agtergrond onderliggend aan spesifieke LDL 
reseptor geen mutasies in die Kleurlingpopulasie dieselfde is as in ander 
populasies waar dieselfde mutasies beskryf is. Op hierdie manier kon 
vas~estel word of die mutasies oorgeerf is vanaf 'n gemeenskaplike voorouer 
en of onafhanklike gebeurtenisse tot die ontstaan van die mutasies gelei het. 
1. 7. Die diagnose van FH 
Roetine kliniese en biochemiese kriteria nl., familie- en pasientgeskiedenis, 
die teenwoordigheid van tendon xamomas en serum LDL konsentrasie, kan 
in die meeste: gevalle 'n diagnose van heterosigotiese FH voorsien. Baie 
eksogene faktore soos dleet en die gebr•Jik van hipolipidemiese middels, 
asook die voorkoms van serum apolipoprote'iene as genetiese pohmorfismes, 
kan egter die fenotipiese uitdrukking van FH modifiseer en dus die diagnose 
kompliseer. Dit is moeilik om jong FH pasiente te diagnoseer, aangesien 
kliniese tekens nie noodwand1g teen 'n vroee ouderdom ontwikkel nie. Meer 
no~. familiele defektiewe apolipoprote'len {apo) B-100 (FOB) produseer 'n 
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kliniese beeld soortgelyt< ~C:il"! FH (lnnerarity et al., 1990). Aangesien serum 
cholesterolwaardes nie altyd 'n definitiewe diagnose van FH kan verseker nie, 
kan daar as altematief 'n velbiopsie geneem word en die fibroblaste in kultuur 
gekweek word vir 'n direkte meting van die binding van die gemerkte LDL aan 
die sel se LDi.. reseptore. Hierdie tegniek is tegnies moeilik en oorvleuelende 
waardes kan verkry Nord tussen normale en heterosigotiese FH individue. 
Om verskeie redes is dit dus duidelik dat die kliniese diagnose van FH tekort 
skiet 
Min of meer 150 verskillende mutasies is reeds in die LDL reseptor geen 
gerapporteer (Hobbs et al. , 1990). Die identifikasie van 'n mutasie in die LDL 
reseptor geen van 'n individuele FH pasient is van waarde om verskeie redes. 
Nie' net kan 'n beter diagno.,,t- uitgevoer word nie, maar geaffekteerde 
individue kan teen 'n vroee ouderdom ge'identifiseer word deur gebruik te 
maak van DNA-analise in gevalle waar diagnose op kliniese gronde alleen nie 
moontlik is nie. Op h1erdie manier kan voorkomende advies en behandeling 
gegee word waar nod19. Mediese behandeling kan geoptimiseer word, 
aangesien fenullpiese u1tdrukking van FH verwant is aan die aard van die 
mutas1e in die LDL reseptor geen. Ko:itula et al. (1992) het die kliniese en 
molekul~re diagnose van FH ondersoek in 10 families waarvan die 
draerstatus van 'n mutante LDL reseptor gee:i bekend was. Deur 
gehruikmaking van DNA-analise is vasgestel dat 85% van die familie-lede 
korrek op kliniese gronde as FH pasiente of individue sender FH 
geklassifiseer is. Die oorblywende 15% individue is 6f misgediagnoseer 6f 
Stellenbosch University  https://scholar.sun.ac.za
43 
kon nie gekategonseer word op kliniese vlak nie. DNA-analise het egter 
akkurate diagnose moontlik gemaak. 
1enderson et al. het in 1988 'n 2.5 kb delesie, wat eksons 7-8 rnsluit, in die 
Kleurlinge wat deel uitgemaak het van sy studie-populasie, waargeneem. In 
die twee families waarin hierdie delesie ge·1dentifiseer is, het die delesie 
gedien as 'n genetiese merker 'vir FH. 
1. 8. Die Kleurlinge van Suid-Afrika en FH 
Botha en Beighton (1983) het in 1983 beraam dat daar in Suid-Afrika twee-
en-'n-half miljoen blanke Afrikaanssprekende persone en twee miljoen of 
meer sogenaamde Kleurlinge en Engelssprekendes is wat gemeenskaplike 
voorouers het. 'n Ho~ persentasie van hrerdie individue het van minder as 
2000 setlaars afgestam. Hierdie setlaars was hoofsaaklik Duitsers, Franse 
en Nederlanders wat in die 17de er. 18de eeue aan die Kaap gearriveer het; 
die totale setlaarpopulas1e was slegs 15 000 indivtdue in 1800 (Theal, 1922). 
Hierdie klern genepoel het verskere kere uitgebrei sender veel verdunning van 
buite af. 
In Suid-Afrika word die ter111 "Kleurling" net gebruik om mense te beskryf met 
'n gemengde ras oorsprong. 'n Kleurling in S.A. is meer spesifiek remand met 
'n Kaukasiese voorouerclement. Die ander element kan Khoi, Negrorediese 
slaaf, vry Negro'ied of San wees. Die brologiese geskiedenis van die 
Kleurlinge in S.A. is diffuus. Tog kan hulle oorprong teruggevoer word na 'n 
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datum kort na<.lat die Nederlands Oos-lnd1ese Kcmpanjie 'n halfwegstasie in 
1652 aan die Kaap gestig het (Nurse r't a·., 1CS5). 
Die redes vir die keuse van die Kleurlingc a~ studie ;:mpulasie spruit uit ender 
andere die sg. CRISIC I studie: 
Benatar het in 1986 in 'n verslag oor die gesondheidsorg in Suid-Afrika 
gerapporteer dat die siekte- en mortaliteitsprofiel van die Kleurlingpopulasie 
vergelykbaar is met die profiel in ontwikke1ende lande. Koronere hartsiekt~ 
(KHS) wat algemeE-11 onaer Suid-Afrikaanse blankes is, is toenemend besig 
om te manife~t :er in die Kleurlingpopulasie. Hierdie b:?vmding het gelei tot 
die CRISIC 1 studie, wat KHS nsikofaktore in die Kleurlinge van die Kaapse 
skiereil3nd end• .. soe~ het. 
Uit die CRISIC I studie (Steyn et al., 1985, 1986, 1987a, 1987b, 1989, 1990a) 
was dit du1delik :tat Jie Kleurlingpopulasie van die Kaapse sk1ereiland 'n hoe 
risiko het om KHS te ontwikkel. Die hoof risikofaktore, nl. rook, hipertensie en 
hipercholesterolemie was baie algemeen in hierdie populasie. Veral wat die 
rookgewoonte betref, is gevind dat beide Kleurlingmans en vroue meer rook 
as blanke mans en vroue in S.A. (Steyn t?t al., 1985; 1987a). Hipertens1e 
ender die Kleurlinge (SteyP. et al., 1986) was na die Zoeloes die hoogste 'v.Jn 
die hoof populas1e-groepe in Suid-Afrika (Seedat & Seedat, 1982). 
Die CRISIC I stud1f· (Steyn et al. , 19e7b) het verder aangetoon dat meer as 
70% van die Kleurhnge serum cholesterolvlakke het wat 'n KHS risiko inhou 
Min Kleurlinge het 'n gesonde dieet gevolg en hulle kennis van gesonde diete 
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was swak. Van die drie hoof ris1ko-faktore vir KHS was hipercholesterolemie, 
gedefinieer deur ouderdom- en geslagspesifieke afsnypunte, in 'n groter 
proporsie van die studie populasie van die CRISIC I studie tee 1woordig as 
rook of hipertensie. Dus kan dit die grootste bydraende faktor wees vir h lie 
KHS mortaliteit. 
Die afleidings van die CRISIC I studie in bg . verband (Steyn et al 1987b) was 
dat die assosiasie tussen KHS en hipercholesterolemie 'n dringende behoefte 
daar stet om die serum cholesterolv' Jkke in die Kleurlingpopulasie te verlaag. 
'n Effektiewe tussentredende program (Steyn et al., 1990b) 1c; dus n 1dig om 
die serum cholesterolvlak te verminder 11" die hele populasie. Dit kan gedoen 
word deur dieetmodifikasie en deur individue te sif vir die ris1ko vir familiele 
hipercholesterolemie (FH) 
1. 9. Doe/ van studie 
Om 'n bydrae te lewer tot die paging om die geendefekte onderhggemd aan 
die segregasie van FH in die Kleurlir1gpopulasie van Suid-Afrika te 
identifiseer. 
Dit is bereik deur die volgende stappe: 
1. Die sifting van die Kleurhngpopulasie w: die drie bekemde FH-Afrikaner 
mutasies (Asp206~Glu , P.sn154-4Asp, ' lal.,08~Met), wat verantwoordelik is 
vir FH in tot 90% van FH gevalle, deur gebruik te maak van die AIMS-PKR 
metode. 
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2. Die sifting van ekson 4 van die LDL reseptor geen vir nuwe en bekende 
mutasies deur gebruik te maak van heterodupleks-analise en van die 
enkelstring-konformasie-polimorfisme siftingstegniek (nie-radio-aktief). 
3. Die bepaling van mutasie-gea'.)3osieerde haplotipes om die oorsprong van 
bekende mutasies vas te stel. 
4. Die onuersoek van 'n aantal FH pasiente vir die bekende 2.5 kb delesie 
van eksons 7-8 wat reeds in die Kleurlinge ge'identifiseer is, deur gebruik 
te maak van Southern-klad metodes. 
5 Die ondersoek van die alleelfrekwensies van vier polimorfi0 se merkers in 
'n kontrole en FH populasie om vas te -,te:I ot die populasies in Hardy-
Weinberg ekwilibrium is en of spesifieke allele statisties beduidende 
verskille toon. 
6. Die analise van 'n TA-herhalende-dinukleotied-volgorde in ekson 18 van 
die LDL reseptor geen om die informatiwiteit van hierdie merker vas te stel 
vir toekomstige assos1asiestudies in FH families. 
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2. MATERIAAL EN METODES 
2. 1. MA TERIAAL 
2.1.t. Pasiente 
Gedurende die periode 1990 tot 1994, is bloedmonsters van 'n totaal van 70 
nie-verwante hipercholesterolemiese Kleurlinge vanaf die lipiedkliniek van 
Tygerberg Hospitaal (TBH), Tygerberg, verl<ry. HiPrd1f> "-leurlinge is verwys 
vir 'n molekulere diagnose van FH. DNA-monsters van 'n verdere 117 nie-
verwante hiperli~idemiese Kleurlinge, is in 1994 vanaf die lipiedkliniek van 
Groote Schuur Hospitaal (GSH), Kaapstad verkry. FH ken in sommige 
pasiente gediagnoseer word deur die verwysende dokter, maar die meeste 
pasiente is slegs op grand van 'n verhoogde totale chnlesterolvlak (TC) 
verwys. Dit was in ooreenstemming met c"i~11bev~tings , gebaseer op 'n 
loodsstudie, wat deur Kotze et ?l. (1992) uitgevoer is. 'n Totaal van 31 
pasiente afkomstig van TBH se lipiedkliniek kon as FH heterosigote 
gediagnoseer word op grand van die volgende kriteria (Kotze et al. . 1987a): 
Total~ serum cholesterolvlakke van alle pasiente moes ten minste gelyk wees 
c.an die 80ste persentiel vir hulle ouderdom- en geslagskategoriee (Rossouw 
et al. , 1985). 'n Norma le serum trigliseriedvlak van gelyk aan of laer as 2 0 
mmol/L moes leenwoordig wees. Verder mof:s die moontlike FH heterosigoot 
6f kliniese kenmerke van FH besit (tendon xantomas van die Achilles tendon 
of ~1e tendons op die dorsum van die hand, met of sander xantelasma) 6f 'n 
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familiegeskiedenis van vroe~ kororiere hartsiekte (KHS) Oit is gedefinieer 
dat 'n vroee KHS familiegesk1edems teenwoord19 is wanneer die mc.iontlike 
FH heterosigoot gerapporteer het dat ten minste twee eerste- of tweede-orde 
familielede KHS gehad het voor die ouderdom van 50 jaar. In totaal was daar 
dus 156 hiperlipidemiese Kleurhnge, van beide lipiedklinieke, betrokke by die 
studie. 
Bloedmonsters 1s ook versamel van 10 Kleuriing laboratoriumpersoneellede 
wat gewillig was om aan die r.rojek deel te neem. 'n Totaal van 18 nie-
verwante Kleur:inge wat deel uitgemaak het van 'n Sistiese F:brose (SF) 
studie, en wat as SF heterosigote geklassifiseer is, is verder beskikbaar 
gestel. 
2.1.2. Media en buff'!rs 
Media en buffets is volgens die voorskrifte in "Molecular Cloning: A 
Laboratory Manual" (Sambrook et al. , 1989) voorbe!"ei. 
2.2. MCTODES 
2.2.1. Lipiedbepalings 
Lip1edbepalings is deur die personeel by die NNPVI (t-iasionale 
r.Javorsingsprogram vir Voedingsintervensie) uitgevoer. Die totale c11olesterol 
(TC) en hoe-digtheid lipoprote·ien (HOL) cholesterolvlakke is bepaal op 'n 
Gilford outomatiese CJnaliseerder deur van die Boehringer CHOO-PAP 
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ensiematiese metode gebruik te maak. Die meting van HDL cholesterol is 
gedoen deur lipoproterene wat apoprote'ien A bevat met 'n 
dekstraansulfaat/magnesiumchloried-oplossing te presipiteer. Die 
trigliseriedvlakke is bepaal m.b.v. die Boehringer ensiematiese Peridochrom 
metode. In elke geval is die Gilford outomatiese analiseerder teen Precilip of 
Precilip EL kontole-sera, wat deur Boehringer Mannheim gekorrigeer is vir die 
spesifieke pakket in gebruik, gekalibreer. Twee kontrole-monsters is in elke 
groep monsters wat geanaliseer moes word, ingesluit. Plasma lae-digtheid 
lipoprote'ien cholesterol (LDL-C) is bereken deur van die F:iedewald 
vergelyking gebruik te maak (LDL-cholesterol mmol/L = totale cholesterol -
[HDL + TG/2.18]) (Cuthbert et al., 1986). 
2.2.2. Voorbereiding van genomiese DNA 
DNA is vanaf limfosiete ge'isoleer volgens 'n modifikasie van d'~ metode van 
Kunkel et al. (1977). 
Perifere bloed is in vakuumbuise versamel wat EDTA as anti-koa~Jlant bevat 
het. Daarna is die bloed in 50 ml plastiekbuise met skroefdoppe gegooi, 
afgeswaai vir 10 min. by 4000 rpm (Sigma 3-1 sentrifuge) en die serum 
afgetrek en apart gestoor by -20°C vir lipiedbepalings. Die bloedselsuspensie 
in die skroefdopbuise is ook by -20°C gestoor totdat DNA-ekstraksies as volg 
uitgevoer kon word: 
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1. Gevriesde bloedselsus!)ensies is stadig by kamertemperatuur vr1cao(,i en 
op ys geplaas totdat daar met die volgende stap voortgegaan kon word. 
2. Koue sellise buffer (0.32 M Sukrose, 1% Triton X-100, 5 mM MgCl2, 10 
mM Tris-Cl pH 7.6) is bygevoeg totdat 'n finale volume van 45 ml t ereik is, 
waarna daar vir 20 min. by 4000 rpm gesentrifugeer is (Sigma 3-1 
sentrifuge). 
3. Die supernatant (bo-vloeistof) is versigtig afgegooi sodat die sediment nie 
versteur word nie en die gesentrifugeerde kerne is deeglik gesuspendeer 
in 4.5 ml koue 1 x SET ("Sodium chloride, EDTA, Tris") buffer (0.1 M NRCi, 
0.001 M EDTA, 0.01 M Tris-Cl pH 7.5), 250 µI 20% Natriumdodesielsulfaat 
(SOS) en 100 µ1 Prote'fenase K (10 mg/ml). 
4. Die hergesuspendeerde kerne is daarna \ ir 2-4 uur in 'n 37°C waterbad 
ge·inkubeer. 
5. Na die inkubasie-stap is SET blltfe!" byg&voeg tot 'n finale volume van 7.5 
ml, asook 1.5 ml versadigde sout (6 M NaCl) en 10 ml chloroform/iso-
amielalkohol (24.1). 
6. 'n Stadige rolproses van 60 min. lank in 'n Hub-0-~Vl"1L-mlmasjien is gevolg 
deur sentrifugering vir 10 min. (4000 rpm). 
7. Die boonste waterige fase is verwyder en in 'n skoon skroefdopbuis 
geplaas. 
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8. Die DNA is 9epresip1tPer deur twee volumes yskoue 100% etanol (ETOH) 
byte voeg en goed te meng. Die DNA kon op hierdie stadium random 'n 
pasteurpipet gespoel wor 1 en versigtig uit die etano1 gehaak word. 
9. Om oorblywende soute op te los is die DNA in 500 µI 70% ETOH gespoel. 
10. Na droging van die DNA (ender vakuum vir 15 min of op die bank vir 30-
60 min.) is die DNA in 300-500 µI sterie!e H20 opgelos, afhangende van 
die geskattl~ grootte van die DNA sediment. 
11. Die DNA-kor:sentrasie is bepaal deur die absorbansie van die DN,.'\-
oplossing by 260 nm te meet en aan te neem dat een optiese digtheid by 
260 nm gelyk is aan 50 µg/rnl 0~' \. Die suiwerheid van die DrlA-monste1 
is bepaal deur die verhouding A2ec/A2eo te bereken (Sambrook et al., 
1989). 
2.2.3. Polimerase k?tting r, i-ksie 
Genomiese DNA wat uit bloedmonsters gc·1soleer is, is geamp1i\:.;.qer deur 
v~;i die polimerase ketting reaksie (PKR) (Saiki et al., 1988) gebruik te , ~ak. 
Amplifi1<osie is 11 ~ alle gevalle in 'n totale reaksie-volume VFiiri 50 ' ·1 uitgevoe· 
wat ongevuer 0.5-1 µg genomlese DNA, 1 eenheid (1E) Taq DNA-, 'llimerase 
(Advanced Bioteci1nologies of Boehringer Mannheim), Taq DNA-po!~ri:o'"ase 
buffer (Advanced Biotechnologies of Boehringer Mannheim, MgCl2 inges:Jit), 
100 µM van elkeen van die deoksinukleosiedtrifosfate (dGTP, dTIP, dCTP, 
dATP) en 5-50 pmol van die voorvoerders bevat het. 
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TABEL 2-A PKR-KONDISIES EN VOORVOERDERS WAT GEBRUIK IS VlR DIE AMPLIFIKASIE VAN EKSOSS EN INTRONS VAN DIE lDl R:::SEPTOR GEEN VlR MUTASIE-ANALISE, RFLP EN TA-
HERHALEt~DE-OINUKLEOTlED STUDIES. 
ekson 4 (5'-kant) H4A 
4.3 
ei(son 4 (AIMS) 4.2.1 
4.5.1 
4.7 
u 
ekson 9 (AIMS) 9.5 
9.7 
H-7 
J-7 
SP68 
SP69 
13.1 
v 
18.1 
18.2 
GZ-7 
GZ-8 
*Ponce & Micol, 1992 
CGAGGr.GTCCTGCCCGGTGCTCACC 
GGGACCCAGGGACAGGTGATAGGAC 
GTGGTCTCGGCCATCCATCC 
GGGGTCGTTGTCGCAGGCCC 
CGAGGCCTCCTGCCCGGTGCTCTCC 
TGCGACAACGACCCCGACTGCGAAA 
CCCGCCCATACCGCAGTTTTCCTCC 
GGGACCCAGGGACAGGTGATAGGAC 
GCTCACCTGCAG ''.TCA TTCTCTGGG 
AGCCTCATCCCCAACCTGAGGACCA 
GGCGAAGGGATGGGTAGGGG 
GTTGCCATGTCAGGAAGCGC 
~CAAGCCTCTTTCTCTCTCTTCCAG 
~CACCCGCCGCCTTCCCGTGCTCAC 
CCTTACCTCTTG3CTGGGTG 
GACAAAGTATTTTGGACAGA 
CACCTAGTGCTTCCACTTCTA 
TCCCGTCAAACGATCCAGACT 
CACT7TGTATATTGGTTGAAACTGT 
CACTGAACAeATACAGCAACCAGGG 
20 pmol voorvoerdP.rs, 35 siklusse: 94°C (1 min.). 
64°C (1 min.). 7Z°C (2 min.) 
50 pmol voorvoerders, 35 siklusse: 94°C (1 min.), 
63°C (1 min.), 72°C (2 mm.) 
Sien afdeling 2.2.4.1 
Sien afdeling 2.2.4.1 
10 pmol voorvoerders. 30 siklusse: 94°C (1 min.). 
57°C (1 min.), 72°C (2 min.) 
5 pmol voorvoerders, 35 siklusse: 94°C (1 min.). 64°C 
(1 min.}, 72°C (2 min.) 
50 pmol voorvoerders, 35 siklusse: 94°C (1 min.). 
56°C (1 min.), 72°C (2 min.) 
Tricine buffer·. 50 pmol voorvoerders, 25 siklusse: 
93°C (1 min.), 49°C (2 min.), 72°C (2 min.) 
100 pmol voorvoerders, 25 siklusse: 94°C (1 min.), 
64°C (3 min.), 72°C (2 min.) 
52 
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Die voorvoerderv0lgordes word aangegee in tabel 2-A (Yamamoto et al. , 
1984). AllE) reaksies is bedek met 100 µI ligte minerale-olie van Sigma en is 
daarna i'1 'r termiese sikliseerder (Omnigene, Hybaid) geamplifiseer. Verdere 
besonderhede van die polimerase ketting reaksies wat vir onderskeideliK die 
mutasie-analise, RFLP en TA-herhalende-dinukleotied studies van belang 
was, word kortliks in tabel 2-A opgesom. 
Na amplifikasie is 'n tiende van die PKR-produkte op 2% agarose (FMC 
Bioproducts) gels geanalisr~ na byvoeging van 5 µI Ficoll Orange G 
laaibuffer (0.1% Orange G, 20% Ficoll, 10 mM EDTA pH 7.0). Elektroforese 
is uitgevoer teen 80-100 V met die insluiting van 1 µg/ml etidiumbromied in 
0.5 x TBE elektroforase buffer (0.445 M Tris, 0.445 M Boorsuur, 0.11 M 
EDTA pH 8.0). Na elektroforese is die DNA met ultravioletlig gevisualiseer en 
gefotografeer met polaro·iedfilm. 
2.2.4. Mutasie-analise van PKR-produkte 
2.2.4.1.Die sifting van die Kleurlingpopulasie vir di~ FH 
Afrikan:tr-1, -2 en -3 mutasies deur gebruik te maak 
van die amplijikasie-inhiberende-mutasie-sisteem 
(AIMS) 
DNA-monsters van heterosigotiese pasi~nte, wat reeds vir die 
teenwoordigheid of afwesigheid van die FH Afrikaner-1, -2 en -3 mutasies 
(Kotze et al., 1991) getoets is, is gebruik in die standarisering van die 
gelyktydige opsporing van hierdie mutasies met die AIMS-PKR metode 
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(Newton et al., 1989). Orie algemene voorv0erders (4.2.1, 9.5, U), en drie 
AIMS-voorvoerders (4.7, 9.7, 4.5.1), wat spesifiek is vir die drie mutante 
allele, is gebruik om 39 hiperlipidemiese en 31 FH heterosigotiese Kleurlinge 
(TBH) vir die drie algemene FH-verwante Afrikanermutasies te toets. Die 
volgordes van beide die AIMS-voorvoerders en die algemene voorvoerders 
word in tabel 2-A aangetoon. 
Sifting vir die FH Afrikaner-1 mutasie (Asp206-.+Glu, sitosien na guanien by 
nukleotiedposisie 681) in ekson 4 van die LDL reseptor geen, is gedoen deur 
gebruik te maak van die 4.7 voorvoerder (mutante alleel) en die 4.2.1 
voorvoerder. Die FH Afrikaner-2 mutasie (Val,.08-.+Met, guanien na adenien 
by nukleotiedposisie 1285) in ekson 9 is ondersoek deur van die 9.7 (mutante 
alleel) en 9.5 voorvoerders gebruik te maak. Die onderstreepte basis by die 
9.7 voorvoerder (tabel 2-A) dui aan dat die binding van hierdie ba::>is 
gedestabiliseer is om alleelspesifisiteit te verseker. Daar is vir die FH 
Afrikaner-3 mutasie (Asp154-.+Asn, guanien na adenien by nukleotiedposisie 
523) getoets deur van die 4.5.1 voorvoerder (mutante alleel) en die U 
voorvoerder gebruik te maak. Die 4.2.1 ~rvoerder tesame met die U 
voorvoerder het gedien om 'n interne kontrole PKR-produk van 330 bp te 
genereer. 
Ongeveer 0.5 µg genomiese DNA is gebruik in die AIMS-PKR, tesame met 1 
x Taq DNA-polimerase buffer (Boehringer Mannheim, MgCl2 ingesluit), 1 
eenheid (1 E) Taq DNA-polimerase (voorsien deur Boehringer Mannheim) en 
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100 µM van elkeen van die deoksinukleosiedtrifosfate (dCTP, dITr. dATP, 
dGTP) in 'n totale volume van 50 µI. Die konsentrasies van die vo1.... vor: J'c.1ers 
wat in die reaksie gebruik is, was as volg: 4.2.1 (25 pmol), 9.5 (10 pmoO. U 
(100 pmol), 4.7 (50 pmol), 9.7 (10 pmol) en 4.5.1 (100 pmol). Die Taq DNA-
polimerase van Boehringer Mannheim is eksklusief in die AIMS-PKR gebruik, 
aangesien onaanvaarbare nie-spesifieke bande verkry is wanneer 
amplifikasie met Taq DNA-polimerase van sommige a:ider vervaardigers 
gebruik is. Gliserol is teen 'n konsentrasie van 10% ingesluit, terwyl 1 mM 
Me4NCI ook deel uitgemaak het van die reaksie-bestanddele. Reaksie-
mengels is met ligte minerale-olie (Sigma, 100 µI) bedek en amplifikasie van 
die onderskeie fragmente is uitgevoer deur wm die volgende kondisies 
gebruik te maak: denaturering by 94°C " ' [, ·nin. is gevofg deur 2 
amplifikasie-siklusse, nl. 1) 10 siklusse van 9,r'. ... vir 30 sekondes, 60°C vir 1 
min., 72°C vir 1.5 min. en 2) 25 siklr•sse van 94°C vir 30 sekondes, 55°C vir 
1 min, 72°C vir 1.5 min. Die PKR-produkte is op 3% Metaphor gels (FMC-
produkte), wat vir 2-3 uur teen 80 V geelektroforeer en daarna met 'n 
etidiumbromiedoplossing (1 µg/ml) gekleur is, gevisualiseer. 
2.2.4.2.Sifting vir bekende en onbekende mutasies in ekson 4 
van die LDL reseptor geen deur heterodupleks-analise 
Die mcer 3'-gelee 330 bp interne kontrole fragmente van ekson 4 van die LDL 
reseptor geen soos verkry na AIMS-PKR in 23 FH heterosigote en 39 
hiperlipidemiese individue wat normaal was vir die drie Afrikanermutasies, is 
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verder geanaliseer deur heterodupleks-analise (Keen et al. , 1991) in hoe-
resolusie poli-akrielamiedgels. Die 23 FH heterosigote is oci< geanaliseer 
deur •n meer 5'-gelee 220 bp fragment met die H4A en 4.3 voorvoerders 
(tabel 2-A) te amplifiseer en aan heterodupleks-analise te onderwerp. Die 
117 hiperlipidemiese individue (GSH), waarvan 51 reeds qetoets was vir die 
FH-Afrikaner mutasies, en 66 vir die eerste keer aan mutasie-analise 
onderwerp is, is met die 4.2 en U voorvoerders (tabel 2-A) geamplifiseer en 
daarna ook vir het~rodurleksbClndpatrone gesif. 'n Deelvolume van die PKR-
produkte (10 µI) 1~ Q·ameng met 5 µI laaibuffer (95% formamied, 0.05% 
bromofenolt 'ou, 0.05'"io xileeil sianol, 20 mM EDTA) en geelektroforeer by 
kamertemperai.i1L1r (<30°G) !!1 30 cm vertikale, 10% poli-akrielamiedgels met 
'n dikte van 1 n .r.i er\ 'n laP. kruiskoppelingsverhouding van 1 % (Peete~s & 
Kotze, in druk). UreL;m is teen 'r ~onsentrasie vnn 15% bygevoeg. Die gel is 
voorberei vanaf 'n 40% slouropl·Jssmg wat ~0% akrie!amied 3n 0.4% N,N'-
bisakrieiamied bevat het Elektroforer.e is verder u1 'n 0.$ x TBE Luffer teen 
150 V oornag uitgevoer, totdot die fragmente ten minste 25 cm gcmigreer 1·.et. 
Om groot getalle monsters te sit, is daar opeenvolgend (tot soveel as drie 
ke.er) in die~elfde putjies gelaai. Voldoende tyd (15 ·30 min.) is toegelaat vir 
elektroforese om plaas te vind tussen die opeenvolgende laai van monsters. 
Die gel is vir 10 min. in 'n 0.6 x TBE oplossing, wat etidium•)romied tt: en 'n 
konsentrasie van 1 µg/ml bevat het, geki.3ur, wa3ma die DNA ondi:.r 
ultravioletlig gefotografet:. is. Soortgelyke resultate !~. vq, kry met Hydrolink-
MDE gels (Mutation Detection Enhance111ent, AT Biocher~ . Malvern, PA), wat 
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teen 'n 1 x konsentrasie van MDE-geloplossing voorberei is en waarby daar 
ook 15% ureum gevoeg is. Elektroforese-toestande was dieselfde. Om koste 
te bespaar (kommersieel beskikbare Hydrolink-geloplossing is baie duur) is 
heterodupleks-analise hoofsaaklik in die 1 % kruiskoppeling, 10% poli-
al,rielamiedgels uitgevoer. 
2.2.4.3.Sifting van ekson 4 van die LDL reseptor geen vir 
onbekende mutasies met die enkelstring-ko11formasie-
polimorfisme-metode (ESKP) 
Die nie-radio-aktiewe metode van Yap er1 McGee (1992) is gebruik om 
enkelstring-konformos1P.-polimorfismes (ES~F's' (Orita et al., 1989b) in P,kson 
4 van die LDL resepto1 geen op te $~oar. 'n Tot~al van 22 Kleurling FH 
hetl3rosigoie en 45 hiperlipidemie,e (GS:;) Kleurlingindividue, wat normaal is 
vir die FH Afrikan€i-1 , -2 en -3 muta&1es en ,; ~t geen aonormale bandpatrone 
getoon net tydens ci:o heterodupleks-analise nie, is gebruik. 'n Deelvolume 
van die PKR-p· c: ·. • !. \ 10 µI} is aan alkaliese .. '<=!naturasie onderwerp deur 1 µI 
0.5 M NaG~ . J 11 '1 EDTA byte vc~g en die monster by 42°C te plaas vir 5-
10 miP. Na die byvoeging van 5 µI laa.buffer (95% fc•riam· ~d. 0.05% 
bromofenolblc,u, U.05% xileen sianol), is die monsters onmiddellik op ys 
geplaas om die DNA as C'nkelstringe te l>ehou. Elektroforese is oornag 
uitgevoer teen 250-300 V in 0.6 x TBE by 'n temperatuur van 4-10°C. Die 
gelvoorbereiding is volgens dieselfde metode as die gels vir die 
heterodupleksifting uitgevoer, met die uitsondering dat 10% ureum ingesluit 
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is, en die dikte van die gels van 0.5-1 mm gewissel het. Parallele 
eksperimente is uitgevoer deur ureum of in te sluit of uit te laat uit die 
geloplossing. Na voltooiing van elektroforese, is kleuring en fotografie 
gedoen soos reeds beskryf by heterodupleks-analise. 
2.2.4.4.Direkte DNA volgorde hepaling 
'n Pakket van Pharmacia Biotechnologies is gebruik om enkelstring-DNA voor 
te berei vanaf PKR-produkte 1ir volgorde bepaling. Die pakket maak gebruik 
van die ensiem, lambda eksonuklease, wat enkelstring-DNA vanaf 'n 
gefosforileerde 5'-terminus selektief verteer. Dus, om die selektiewe aksie 
van die ensiem te verseker, moet een string van die PKR-produk 'n 5'-
terminale fosfaatgroep besit. Die DNA-templaat is voorberei deur amplifikasie 
met gefosforilEerde voorvoerders, gevolg deur eksonuklease vertering 
(Pharmacia Biotechnologies pakket). Volgorde bepaling is gcdoen met T7 
DNA-polimerase volgens die voorskrifte van die vervaardiger (T7 Sequencing 
Kit, Pharmacia Biotechnologies). Geneste voorvoerders is so ver moontlik vir 
volgorde bepaling gebruik. Die produkte van die volgorde bepaling is 
geanaliseer op denaturerende poli-akrielamiedgels by 'n gemiddelde 
temperatuur van 45°C. 
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2.2.4.5.Sifting vir die 2.S kb-de/esie van eksons 7-8 in die 
LDL reseptor geen 
In hierdie studie is gesif vir die bekende 2.5 kb-del£1sie van eksvns 7-8 wat 
deur Hendernon et al. (1988) vir d:e eerste keer ir1 die Kleurlinge 
ge'identifiseer is. 
2.2.4.5.1.Peilfragmente 
Die rekombinante plasmied, pLDLR-3, is deur die Arce (American Type 
Culture Collection) verskaf en behels 'n vollengte cDNA van die LDL reseptor 
geen. Die 1.05kb cDNA en die 0.32kb cDNA Pst I DNA-fragmente, wat 
voorberei is vanaf pLDLR-3 en gesubklcneer is in pBR322 (Langenhoven, 
1989), is in hierdie studie gebruik. 
2. 2. 4. 5. 2. Plasmied DNA ekstraksie 
'n Enkele bakteriese kolonie is in 40 ml LB medium (10g Bakto-Triptoon, 5g 
Bakto-Gisekstrak, 1 Og NaCl, per liter) wat die aangewese antibiotikum bevat 
(tetrasiklien - 10 µg/ml) gei'nokuleer en oornag (18 uur) by 37°C geskud. 
Plasmiedekstraksies is uitgevoer deur van die QIAGEN plasmiedekstraksie 
pakket gebruik te maak (midi protokol). 
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2.2.4.5 . .3. Voorbereiding van peiler-DNA 
'n Deelvolume van die geekstraheerde rekombinante pBR322-DNA is oornag 
verteer met 20 E Pst I by 37°C in 'n totale reaksie-volume van 20 µI. 
Elektroforese ic; uitgevoer deur van 'n 1 % agarose gel gebruii< te maak en die 
konsentrasies Vetil die peilfragmente is geskat deur 'n konsentrasie-reeks 
(0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1 µg/µI faag lambda DNA) oak op die gel te laai. 
Nadat 0.3-0.5 µg geekstraheerde plasmiede met 'n pakket van Promega 
(Magic DNA Clean-Up System) gesuiwer is, is 'n deelvolume van die 
skoongemaakte monsters radio-aktief gemerk. 
2.2.4.5.4.Radio-aktiewe merking van die 1.05 e.1 
0. 32 kb Pst I peilfragmente 
Die twee peilfragmente, nl. 1.05kb (100 ng) en 0.32kb (60 ng) is saam in 
dieselfde buisie radio-aktief gemerk met [a.32P] dCTP (Amersham 
International, konsentrasie van 10 mCi/ml, spesifieke aktiwiteit 3000 
Ci/mmol). lnkeeptranslasie is gedoen met 100 µCi [a32P] dCTP deur die 
pakket van BRL te gebruik. Die standaard p:--otokol Nat saam met die BRL 
pakket verskaf word, is gevolg. 'n Spesifieke aktiwiteit van 108 tpm/µg is 
verkry. 
Die radio-aktief gemerkte peilers is van die vry nukleotiede geskei deur 
chromatografie op 'n kle:n kolom wat vcorberei is deur Sephadex G-50 
(medium) in 'n pilsteurpipet met 2 x SSC (3 M NaCl, 0.3 M Tri-Natriumsitraat; 
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pH 7.4) te ekwilibreer. Die DNA is geelueer met 2 x SSC en 20 fraksies, teen 
drie druppels per fraksie, is in 1.5 ml mikrosentrtfugebuisies opgevang. Die 
radio-aktiewe inhoud van die fraksies is met 'n sintillasieteller bepaal, waama 
die fraksies wat die gemerkte peiler-DNA bevat, saamgevoeg is en die radio-
aktiewe inhoud van 2 µI bepaal is. Die spesifieke aktiwiteit van die gemerkte 
DNA kon daarna bepaal word. 
2. 2.4. 5. 5.Restriksie-endonuklease verlering van 
genomiese DNA en agarose gel-
elektroforese 
Genomiese DNA (5 µg) van 10 nie-verwante FH heterosigote en 16 nie-
verwante hiperlipidemiese Kleurlinge is oornag (16-20 uur) met 15 E Nco I 
restriksie endonuklease (3E/µg) verteer by 37°C. Die reaksie-toestande wat 
gebru!k is, was soos voorgeskryf deur die verspreider (New England Biolabs). 
Spermidien is bygevoeg tot 'n konsentrasie van 0.5 mM om die DNA te ontrol 
sodat dit makhker deur die restriksie endonuklease verteer kan word. Na 
vertering is die kondensaat deur sentrifugasie (5 sekondes) versamel, waarna 
5 µI Ficoll Orange G laaibuffer bygevoeg is. Die DNA is vervolgens oomag in 
'n 0.7o/' agarose gel, teen 30 V, in 1 x TBE buffer geelektroforeer om die 
fragmente volgens grootte te skei. 
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2.2.4.5.6.0ordrag van DNA na nylonfilters 
DNA-fragmente is na nylon filters oorgedra (Hybond N, Amersham) diaur 
gebruik te maak van die Southern-kladtegniek (Southern, 1975), sonrtar om 
die DNA te depurineer Die gels is vooraf in gedistilleerde water gespoi:::! 
nadat hulle onder UV-lig gefotografeer is met polaro"iedfilm en volgens '11 
geskikte grootte met 'n steriele lemmetjie gesny is. Die lJNA in die gelmatr!ks 
is in 0.5 M NaOH en 1.5 M NaCl gedenatureer vir 1-2 uur. Neutralisasie is vir 
1 uur uitgevoer met die volgP;nde oplossing: 0.5 M Tris-HCI (pH 5.5), 3 M 
NaCl, 0.3 M Tri-Natriumsitraat. Kapill~re oordrag is met 20 x SSC (3 M NaCl, 
0.3 M Tri-Natrii1msitiaat; pH 7.4) oomag uitgevoer. Die filters is daama in 
gedistilleerde water gespoel, vir 5 min. met UV-lig bestraal en vir 30 min by 
80°C gebak. 
2. 2. 4. 5. 7. DNA.DNA hibridisasie en outoradiografie 
Die DNA op die filters is met die peilfragmente gehibridiseer soos beskryf 
deur Jeffreys et al. (1977) met enkele veranderinge volgens Vandenplas et al. 
(1984). Die voor-hibridisasie wasse is as volg uitgevoer. Die filter& is in 'n 3 x 
SSC oplossing by kamertemperatuur geplaas. Hie. •. a is die filters vir 30 min. 
in 'n skudwaterbad (by 65°C) ge·fnkubeer in 'n voorafverhitt~ 3 x SSC 
oplossing. Die laaste voor-hibridisasie was is vir 60 min. by 65°C in 'n 
voorafverhitte oplossing van 3 x SSC en 10 x Denhardt's (100 x Denhardt's: 
2% rn/v Beesserumalbumien, 2% m/v Polivinielpirrolidoon tipe 360, 2% m/v 
Ficoll tip~ 400j uitgevoer. Die filters is vervolgens oorgedra na die 
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voorafverhitte hibridisasie-oplossing wat bestaan het uit 3 x SSC, 10 x 
Denhardt's, 0.1 % SOS en 50 µg/ml haringsperm-DNA in water. 'n 
Prehibridisasie-was van 30 min. by 65°C is uitgevoer. 
Die peilfragmente is gedenatureer by 100°C vir 5 min., waarna die 
hibridisasie vir 18-20 uur uitgev'Jer is in 10 ml hibridisasie-oplossing by 65°C. 
Na hibridisasie is die filters in 'n oplossing van 3 x SSC, 10 x Denhardt's, en 
0.1 % SOS geplaas. Die filters is vervolgens vier keer vir 1 min. in die 
voorafverhitte oplossing by 65°C gewas en daarna tweekeer vir 30 min. Die 
lae soutkonsentrasie beperkende was is driemaal vir 20 min. by 65°C 
uitgevoer in 'n oplossing wat uit 0.5 x SSC en 0.1 % SOS bestaan het. 
Die filters is aan X-straalfilm (Kodak X-OMAT-AR) blootgestel vir twee dae by 
-70°C. 
2.2.S. Restriksie-fragmeot-lengte-polimorfisme (RFLP} studie 
Die PKR-toestande en oligonukleotiedvoorvoerders wat gebruik is om die 
onderskeie fragmente tydem; die RFLP studie te genereer, is in tabel 2-A 
opgesom. PKR-produkte van 17 nie-verwante FH heterosigote en 21 nie-
verwante kontrole individue is in hierdie studie geanaliseer. Die polimorfiase 
snyplekke wat ondersoek is, sluit in die volgende: Sma I (Jensen et al., 1994), 
Stu I (i<otze et al., 1986), Ava II (Hobbs et al. , 1987) en Nco I (Kotte et al. , 
1967b). Vertering van die geskikte °KR-produkte is gedoen volgens die 
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verskaffers (New England Biolabs) se voorskrifte met 15 µI van die PKR-
produkte wat met 8 eenhede (8 E) ensiem verteer is by 37°C vir 16-20 uur. 
Die totale volume was 20 µI. 
DNA-fragmente is volgens grootte geskei op agarose gels socs aangedui in 
tabel 2-B. 
TABEL 2-B. FRAGMENTGROOTIES GEGENEREER, VOOR EN NA RESTRIKSIE·ENDONUKLEASE 
VERTE.RING VAN DIE PKR-PRODUKTE, VIR DIE ONDERSOEK VAN VIER RFLP'S IN DIE LDL RESEPTOR 
GEEN EN OIE KEUSE VAN GELS VIR DIE VISUALISERING VAN DIE VERTERINGS. 
... .,. ... 
Ava II 
Ncol 
• FMC Bioproducts 
148 
915 
111 + 37 
486 + 429 
3% Metaphore 
3% Nusieve + 1% 
agarose 
3% Metaphore 
1.5% Agarose 
Die alleelfrekwensies van bg. RFLP's is in die FH heterosigotiese en kontrole 
poplilasiec:; bepaal. 
Tydens die RFLP studie, met die toetsing van ekson 18 PKR-produkte op 2% 
gels (Nco I polimorfisme studie) om te bepaal of amplifikasie suksesvol was, 
is daar in een FH heterosigoot 'n abnormaie PKR-fragment van ongeveer 400 
bp waargeneem, bykomend tot die normale PKR-produk van 915 bp. DNA 
volgorde bepaling is uitgevoer na suiwering 1an die mutante alleel as volg: 
Ekson 18 van FH 231 is geamplifiseer, waarna die PKR-produk op 'n 3.5% 
poli-akrielamiedgel (5% kruiskoppeling, 1.5 mm dik) in 1 x TBE teen 150 V 
oornag ge~lektroforeer is. Na kleuring van die DNA-bande in 'n 1 x TE>E 
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oplossing waarby etidiumbromied gevoeg is (1 µg/ml), is gelsnitte gemaak 
deurdat die mutante band van ongeveer 400 bp met 'n steriele lemmetjie 
uitgesny is en in 'n mikrosentrifugebuisie geplaas is. Die gelsnitte is 
vervolgens met 100 µI eluasie buffer (0.5 M ammoniumasetaat, 10 mM 
magnesiumasetaat, 1 mM EDTA pH 8.0, 0.1 % SOS) bedek en by 4°C oornag 
gelaat. PKR met gefosforileerde ekson 18 voorvoerders is uitgevoer op 10 µI 
van die eluaat. 
2.2.6. Statistiese berekeninge 
Die Chi2 (/)-toets is uitgevoer om vas te stel of die bestudeerde populasies in 
Hardy-Weinberg ekwilibrium is en om chromCJ"'omale frekwensies te bepaal. 
Die Pll waardes en % heterosigositeit is ool< bereken. 
2.2.7. Haplotipe studies 
FH-geasscsieerde haplotipes is bepaal in pasi~nte wat bekende LDL reseptor 
geen mutasies getoon het. Haplotipes is afgelei deur familiestudies, met die 
aanname dat geen rekombinasie plaasgevind het nie, en homosigositeit by 
die vier RFL.P lokusse. Haplotipe afleidings (aantal en frekwensies van 
haplotipes) in die hipercholesterolemiese en kontrole populasies kon nie 
uitgevoer word nie, weenn die gebrei< aan beskikbaarheid van families en die 
feit dat heterosigositeit by die lokusse waargeneem is in die meeste individue. 
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2.2.8. T A-berbalende-volgorde-polimorfisme studie 
In hierdie studie is 15 nie-verwante FH heterosigote en 15 nie-verv1ante 
kontrole individue ondersoek vir 'n polimorfiese dinukleotiedherhaling in ekson 
18 by nukleotied 4780 (Zuliani & Hobbs et al., 1990). 
2.1.8.J.Radio-aktiewe merking van oligonuk/eotiedvoor-
voerder 
Een van die voorvoerders wat gebruik is c. .1 die DNA-segment in ekson 18 
van die LDL reseptor geen, wat die TA-herhalende-volgordes oorspan, te 
amplifiseer, is met [y32P] ATP radio-aktief gemerk. Endmerking aan die 5'-
kant van die voorvoerder, met 100 µCi (y32P] ATP, is m.b.v. bakteriofaag T4-
polinukleotiedkinase (10 E, New England Biolabs) uitgevoer soos uiteengesit 
in Sambrook et al. (1989). Die voorvoerder (100 pmol) is saam met 2 µI 10 x 
bakteriofaag T4 polinukleotiedkinase buffer (New England Biolabs) en die 
[y32P] ATP in 'n mikrosentrifugebuisie gevoeg. Die volume is na 20 µI 
opgemaak met gedistilleerde water. Die reaksie is vir 45 min. by 37°C 
ge'inkubeer, waarna die ensiem vir 10 min. by 65°C ge'inaktiveer is. 
2.2.8.2.Polimerase ketting reaksie en gel-elektro/orese 
Die variasie tussen individue wat betref die lengte van die (TA)n-herhalings is 
opgespoor deur PKR vermeerdering van die DNA met voorvoerders, GZ-7 en 
GZ-8 (sien tabel 2-A vir nukleotiedvolgordes), aan weerskante van die 
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he:-halende volgordes, as volg: 'n totale reaksievolume van 50 µI is gebruik 
wat be:staan het uit 100 µM 11a'1 elkeen van die deoksiribonukleosiede (dATP, 
dGTP, dTIP, dCTP), 1 E Taq DNA-polimerase (Boehringer Mannheim), 1 x 
Taq DNA-polimerase buffer (Boe:hringer Mannheim, MgCl2 ingesluit), 100 
pmol van elke oligonukleotiedvoorvoerder, een radio-aktief gemerk, en 0.5-1 
µg genomiese DNA-templaat. Die reaksie is met 100 µI minerale-olie (Sigma) 
bedek en aan 25 amplifikasie-siklusse onderwerp, waartydens die templaat-
DNA gedenatureer is by 94°C vir 1 min., die voorvoerders aan die DNA 
gebind het by 64°C vir 3 min. en 'n verlenging plaasgevind het by 72°C vir 2 
min. PKR-produkte is op 2% agarose gels getoets. 
Die PKR-produkte is in 6% denaturerende poli-akrielamiedgels 
ge~lektroforeer om die verskillende allele te identifiseer. Die PKR-produkte is 
gevisualiseer deur die vakuumgedroogde gels aan X-straalfilms (Kodak X-
OMAT-R) oornag by kamertemperatuur bloot te stel. Die volgordeleer van 
bakteriofaag M13-DNA is as groottestandaard gebruik. 
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3. RESULTATE 
3. 1. Mutasie-analise van PKR-produkte 
3.1.1. Sifting van die Kleurlingpopulasie vir die FH-Afrikaner-11 -
2 en -3 mutasies deur gebruik te maak van die ampliftkasit . 
inhibet'eode-mutasie-sisteem (AIMS) 
'n Totaal van 31 FH heterosigotiese en 39 hiperlipidemiese Kleurlinge is gesif 
vir die bekende FH-Afrikaner-1 en -3 mutasies in ekson 4 (Kotze et al., 
1989b; 1990) en die FH-Afrikaner-2 mutasie in ekson 9 (Kotze et al. , 1989b) 
van die LDL reseptor geen deur middel van AIMS-PKR (Newton et al. , 1989). 
Hierdie multipleks-AIMS word geillustreer in Fig. 3-A. Die foto •1on die 
alleliese differensiasie wat verkry is direk na PKR-vermeerdering en ge!-
elektroforese van genomiese DNA vanaf individue normaal vir die drie 
mutasies (N), en heterosigoties vir die FH-Afrikaner-1, -2 en -3 (FH-1, -2 en -
3) mutasies, onderskeidelik. DNA van 'n kontrole persoon toon 'n produk van 
330 bp, soos vermeerder deur die inteme kontrole voorvoerders (COMM 1 en 
COMM 3). PKR-vermeerdering , DNA vanaf FH-1, -2 en -3 heterosigote 
toon onderskeidelik die verwagte 21 ; bp, 100 bp en 257 bp fragmente. 
Teenwoordigheid van die 330 bp •.:~sor. ' ~ragmAnt (inteme kontrole) in al die 
buisies dui aan dat amplitikasie .r ,. 1 die reaksies plaasgevind het. 
Oorblywende interne kontrole PKR-produkte van pasi~nte wat nie die drie 
bekende mutasies getoon het nie, is Vf7Nolge.1 ; d.m.v. heterodupleks-analise 
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(afdeling 3.1.2) in poli-akrielamiedgels gesif vir onbekende mutasies in ekson 
4 van die LDL reseptor geen. 
EKSON 4 
----1 FHJ 
COMM 1 A!MS 3 
._... -
FH1I- - - - - - - - - 4 
A{MS 1 COMM 3 
--
EKSON9 
FH2 ~---
AIMS 2 COMM 2 
-.. -
'i ~ '.Z 
::r ::r ~ 
bp z I.I.. I.I.. I.I.. 
330 
285 
257 
100 
FIG. 3-A. ANALISE VAN DIE FH-AFRIKANER-1 , -2 EN -3 (FH-1. -2 EN -3} MUTASIES DEUR MIDDEL 
VAN AIMS-PKR EN GEL·ELEKTROFORESE. DIE RELATIEWE POSISIES VAN DIE ORIE MUTASIES, DIE 
.•,'-LEELSPESIFIEKE (AIMS) VOORVOERDERS EN DIE ALGEMENE (COMM) VOORVOERDERS WORD 
AANGEDUI OP DIE GEDE!:LTELIKE KAART VAN DIE lDl RESEPTOR GEEN DIE VIER LANE BEVAT, VAN 
LINKS NA REGS, GEAMPLIFISEERDE DNA VAN INDIVlDUE WAT NORMML IS VIR DIE ORIE MUTASIES, 
HETEROSIGOTIES IS VIR DIE FH- I MUTASIE, HETEROSIGOTIES IS VIR DIE FH-2 MUTASIE EN 
HETEROSIGOTIES :s VIR DIE FH-3 MUTASIE, ONOERSKEIDELIK DIE GROOTIES VAN DIE 
CEAMPLIFISEtoRDE PROOUKTE WORD AANGETOON IN BASISPARE (BP) 
Die resultate van die sifting van die Kleurlingpopulasie vir die FH-1, -2 en -3 
mutasies met AIMS-PKR word in tabel 3-A opgesom. Die FH-1 (Asp20e-~Glu) 
mutasie is in vier nie-verwante individue aangetref. Vier pasi~nte het die FH-
2 (Val408~Met) mutasie gehad. Alie pasiE!nte by wie daar 'n mutasie gevind 
is, was ook op kliniese vlak gediagnoseer as FH heterosigote. In hierdie 
studie is geen pasiente met die FH-3 {Asp 1~-.Asn) mutasie gevind nie. In 
totaal het 25.8% van die Kleurling FH pasi~nte dus een van die twee 
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algemeenste FH-Afrikaner mutasies getoon. Die mutasies was afwesig in die 
hiperlipidemiese groep. 
TABEL 3-A. fREKWENSIES VAN DIE FH-AFRIKANER MUTASIES IN EKSON 4 EN EKSON 9 VAN DIE LOL 
RESEPTOR GEEN SOOS BEPAAL MET AIMS-PKR IN 31 NIENERWANTE l<LEURLINGE MET FH. 
3.1.2. Sifting vir bekende en nuwe mutasies in ekson 4 van die 
LDL reseptor geen deur heterodupleks-analise 
Heterodupleks-analise {Keen et al. , 1991) van geamplifiseerde ekson 4 PKR-
produkte is uitgevoer in 113 pasiente by wie die bekende FH-Afrikaner 
mutasies reeds uitgeskakel is. 'n Verdere 66 hiperlipidemiese Kleurlinge, wat 
verkry is van die lipiedkliniek by GSH en wat nag nie vir die FH-Afrikaner 
mutasies getoets is nie, is oak vir ekson 4 mutasies (insluitende die FH-1 
mutasie) gesif deur heterodupleks-analise. Fig. 3-8 toon 'n 
verteenwoordigende foto van 'n heterod uplekssifting in 49 
hipercholesterolemiese individue. Verskillende monsters is drie maal 
opeenvolgend in dieselfue lane gelaai. Een van die pasiente wat in die 
tweede groep gelaai is (laan 7), het addisionele prominente bande getoon 
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identies aan 'n FH heterosigoot, nl. FH 792, wat op 'n vonge heterodupleksgel 
waargeneem is (resultate nie getoon) Die twee heterodupleksbande het 
stadiger as die norrr ole DNA-band van 330 bp geelektroforeer, volgens 'n 
patroon kenmerkend van kiein deles1es of 1nsersies. Die migrasie-patroon 
van die DNA-band wat viriniger as die normale band geelektroforeer het, het 
ooreengestem met die van 'n mutante alleel (homodupleks) met 'r. delesie. 
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 
- Groep 3 
- Groep 2 
- Groep 1 
FIG 3-B. ETHIDIUMBROMIED GEKLEURDE 10% POLl-AKRIELAMIEDGEL {1% KRUISKOPPELING) NA 
HETERODUPLEKS-ANALISE VAN DIE 330 BP PKR-PRODUKTE VAN 49 HIPERCHOLESTEROLEMIESE 
INDIVIDUE. ORIE GROEPE MONSTERS (GROEPE 1-3) IS OPEENVOLGEND IN DIESE'LFDE LANE GELAAI 
DIE PKR-PRODUK VAN DIE INDIVl!. U GELAAJ IN LAAN 7 VAN DIE TWEEDE GROEP, TOON 
HETERODUPLEKS- EN HOMODUPLrl"SBANDPATRONE KENMERKEND VAN 'N KLEIN DELESIE. 
KONTROLES VIR DIE FH-1 MUTASIE :s IN GROEPE 1 EN 2 IN LAAN 4 GELAAI EN WORD AANGEDUI 
DEUR 'N NORMALE BAND VAN 330 BP MET 'N MINDER INTENSE HETERODUPLEKSBAND DIE PKR-
PRODUK VAN DIE INDIVIDU WAT IN LAAr 9 {GROEP 1) GELAAI IS, TOON DIESELFDE BANDPATROON AS 
DIE KONTROLES MET DIE FH-1 MUTASIE. 
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Kontroles vir die FH-1 mutasie is in beide die eerste en tweede groep in laan 
4 van Fig. 3-8 gelaai. In laan 9 van die groep wat eerste gelaai is, kan 'n 
duidelike heterodupleksband waargeneem word wat op dieselfde po~isie in 
die gel migreer as die heterodupleksband van die FH-1 kontrole. Deur AIMS-
PKR (Fig. 3-A) is bevestig dat hierdie individu heterosigoties is vir die FH-1 
mutasie. Op soortgelyke wyse is r.og vier van die 66 hiperlipidemiese 
individue (wat r.og nie getoets was vir die drie FH-Afrikaner mutas!es nie) 
ge'ident1fise.2r as FH-1 heterosigote. 
GATC 
FIG. 3-C. 0UTORADIOGRAM VAN 'N DNA-VOLGORDE-BEPALINGSGEL WAT DIEL' 'L RESEPTOR GEEN 
VOLGORDES AANTOON RONDOM DIE MUTASIE BY KODON 197 1'4 FH 792. 
Dit het duidelik geblyk dat daar met die goedkoper heterodu~leksgels vir die 
Ft-1 -1 mutasie gesif kon word in die Klnurlingpopulasie. 
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rn:ekte DNA votaorde bepaling van die PKR-produk van FH 792, het die 
teenwoordigheid van 'n bekentle 3 bp delesie in kodon 197 van die LDL 
reseptor geen aangetoon (Fig. 3-C). Hierdie mutasie lei tot die elim;nering 
van glisten by posisie 197 en is vir die eerste keer deur Meiner et al. (1991) in 
die Ashkenazi Jode waargeneem. Hierdie sg. FH-Lithuania mutasie is in een 
FH r 1-:.sie~1t vanaf TBH se lipiedkliniek opgespoor, asook in twee pasiente wat 
verkry is vanaf die GSH se lipiedkliniek. 
PKR-produkte van die 22 FH heterosi1:;ate (TBH, sonder bekende mutasies) 
waar Jan die meer 5'- gele~ gedeelte van ekson 4 geamplifiseer is, is ook op 
heterodupleksgels geanaliseer, maar geen heterodupleksbande is 
waargeneem nie. 
3.1.3. Sifting ·un ekson 4 van die LDL reseptor geen vir 
onbekende mutasies met die enkelstring-konformuie-
polimorf15n.~metod,: (ESKP) 
PKR-produkte van pasiente wat nie mutasies getoon het met die AIMS-PKR 
en heterociupleks-anaiise nie, is geanaliseer d.m.v. die enkelstring-
konformasie-polimorfisme (ESKP) metode. 
Fig. 3-0 toon die ESKP-analise van gedenatureerde ekson 4 PKR-produkte 
(3'-kant) van 10 FH heterosigote, in 'n 0.75 mm dik nie-denaturerende 10% 
poli-akrielamied (1% kruiskoppelingsverhouding, 8°C) gel. In alle monsters 
kon twee enkelstringbande wat met die enkelstringe van die PKR-pmduk 
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korrespondeer. waargenaem word. Die dubbelstringbande wat vinniger as 
die enkelstringe gemigreer het, word ook aangedui op hierd1e foto. 
1 3 5 7 9 
Enkelstringo 
Dubbelstringe 
FIG 3-0 ETHIDIUMBROMIED GEKLEURDE PKR-PRODUKTE (10 µL) VAN 10 FH HETEROSIGOTE NA 
ALKALIESE DENATURASIC EN ANAU5E VIR ENKELSTRING-KONFORMASIE·POUMORFISMES OP 'N 0.75 
MM OIK 10% POLl·AKRIELAMIEOGEL (1% KRUISKOPPELINGSVERHOUDING 8°C) TWEE 
KENMERKENDE ENKELSTRINGBANDE WORD WAARGENEEM BY ELKE PASIENT, BEHALWE FH 333 
(LAAN 6) WAT 'N BYKOMENDE ENKELSTRINGBANO TOON 'N 0NGEOENATU~EERDE KONTROLE IS IN 
LAAt~ 8 GEL.AAI 
By een van die pasiente. FH 333 (laan 6), is 'n ESKP-patroon waargeneem. 
Die abnormale bandpatrone is die gevolg van meer as twee konformasies wat 
die enkelstnr.:;-Q~·JA kan inneem en dit rs dus 'n goeie aanduiding van 'n 
moontlike m11tasie aan die 3'-kant van eksori 4 in FH 333. Hierd1e mutasie 
het voorgekom in slags 1 van die 22 FH heterosigote waarvan die 3'-kant van 
ekson 4 ondersoek 1s vir ESKP-bandpatrone. 
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Die ESKP-patroon van FH 33'.'3 :~ ook wa::.rgeneem op poli-akrielamiedgels 
met 10% ureum en 1 % kruiskoppelingsverhouding (resultate nie getoon). 
Met die insluiting van 15c/o ureum in plaas van 10%, en met 'n hoer ~el-
(:1:~k.tro·~orese t~mperatuur van 15°C in plaas van 4-10°C, kon FH 333 se 
ESr c "1fl :1 jpatro11!1 eyter nie waargeneern worci :iie. 
3' 3' 
G G 
~\ •T GATC ~T!}~ 
A L 
A ...,._ A 
c c j -_cJ A 
(;i G 
G G 
A r A ~/ A FH 333 c G T 
c c 
5' 5' 
FIG. 3-E. 0UTORADIOGRAM VAN DIE DIREKTE VOLGORDE BEPALING VAN DIE PKR·PRODUK VA•• :H 
333 . AAN DIE LINKERKANT IS DIE DNA·VOLGORDE VAN FH 333 EN AAN DIE REGTERKA,..,i L. tE 
VOLGORDE VAN 'N NORMALE KONTROLE UIT DIE DNA·VOLGORDE VAN FH 333 KON AFGELEI wo:1•' 
DAT 'N A NA 'N C VERANDER HET EN DAT DIE PASl~NT HETEROSIG::>TIES IS VIR HIEPOI!! 
PUNTMUTASIE. 
Die resultato van die direkte volgorde bepaling van FH 333, word in Fi~ . 3-l= 
aangetoon. Die A na C puntmutasie by nukleotiedposisie 6'11 het 'n 
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aspariicn:.;uur (GAC) na alanien (GCC) aminosuurverandering tct gevolg by 
kodon 203. 
Hh~rdie sg . FH·Tygerberg mutasie wat nog nie voorheen beskryf is nie, skep 
'n setel vir die restriksie·endonuklease Hae Ill {normale opeenvolging GGAC, 
mutante volgorde GGCC). Die mutasie kon dus in die genoom bevestig word 
deur Hae Ill vertering van 10 µI geamplifiseerde prnduk van FH 333, soos 
aangetoon in Fig. 3·F. DNA·fragmente is volgens grootte geskei op 'n 20% 
poli·akrielamiedgel (20 cm lank, 1.5 mm dik). 
A 
EXON 4 
---i~-------.....-----,--.....,...--""'-T----'T""T--' I 1 I I I I 
H H H H ~IBJ H 
-+ 
4.2 
I I 1-----t 
..____. 1----1 
1---t 
B 
+- 1 2 3 
u 75bp 
61bp 
58bp 
io---55bp 
50bp 
44bp 
36bp 
FIG 3-F GEL·ELEKTROFORESE VAN RESTRIKSIE·ENDONUKLEASE VERTERING VAN PKR-
GEAMPLIFISEERDE EKSON 4 DNA VAN DIE LDL RESEPTOR GEEN. DIE DIAGRAM TOON DIE 4H 
MUTASIE (A) A.•N II~ EKSON 4 VAN DIE GEEN, ASOOK DIE VERWAGTE FRAGMENTGROOTES NA HAE Ill 
VERfERING (8) HAE Ill VERTERING VAN F '<R·PRODUKTE VAN FH 333 EN TWEE NORMALE 
KONTROLES (8) lAAN 1 EN 3, DNA VAN NORMALE KONTROLE INDIVIDUE lAAN 2, DNA VA,.. FH 
333. 
Geen ESKP·bandpatrone is waargeneem nadat die PKR-produkte van die 5'-
kant van ekson 4 van die 22 FH heterosigote op nie·denaturerende gels met 
en sonder ureum ondersoek is nie. 
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Die h1perl1p1dem1ese groep (45 indiv1due) het geen ESKP-bandpatronc op 
10% poli-akrielarniedgels ( 1 % kru1skoppelingsverhouding), waart:1 10% 
ureum gevoeg 1s, getoon nie. 
3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 
Enkelstringe 
Dubbelstringe 
FIG 3-G f:Tt11DIUMBROMIED GEKLEURDE PKR·PRQDU~ TE VAN 2~ FH Ht.:TEROSIGOTE WAT 
ALKALIE:S GEOENATUREER IS EN OP 'N 10% POLl·At\RIEL..AMIEDGE .. (2 5% KRUISKOPPELING 10% 
UREUM, 4 C) VIR ENKELSTRtNG·KONFORMASIE·POLIMORFISMES GEANAUSEER IS VIER PASIENTE 
\LANE 1 2. 4 f.N 19) tiET VALS ESKP·PATRONI: AANGETOON WA'l NIE HERHAALBAAR WAS NIE 
PASIENTE MET BEKE"'rlc,; MUTAS!ES IS IN LAAN :>G (3Ll..ln~ ·LYS) EN IN LAAN 23 (ASP200 •G .. U) 
GE'.AAI 
Die PKR odukte van vier oas1ente wat n :a :· 1 ':. 4 E:r. 19 (Fig 3-G) gelaai 
1s op 'n 10% poli-aknelam1edegel (2.5 % kru1skoppelingsverhouding, 10% 
ureum 4 °C) het du1delike ESKP-patrone getoon. H1erdie patrone was egter 
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nie herhaalbaar in die ureum-heterodupleksgels nie en kon ook nie • ·r- . 3-D 
(lane 1-4) of deur DNA volgorde bepaling bevestig word nie. Die atle1ding is 
gemaak dat normale allele onder sekere toestande vals ESKP-bandpatrone 
kan toon. Kontroles vir die FH-1 en die Frans-Kanadese-3 (Glu207~Lys) 
mutasies is ook op die gel in onderske1delik laan 20 en laan 23 gelaai. 
In tabel 3-8 word 'n opsomming gegee van die tipe mutasies en die aantal 
wat in ekson 4 gevind is deur van die AIMS-PKR, heteroduplekssifting- en 
ESKP-metodes gebruik te maak. 
TABEL 3-8 OPSOMMING VAN MUTASIES GEIDENTIFISEER IN EKSON 4 VAN DIE LDL RESEPTOR 
GEEN 
3 
1 
*Aantal mutasie-positiewe pasiente ge'identifiseer in 'n totaal van 31 FH 
heterosigote (TBH se lipiedkliniek) en 117 hiperlipidemiese individue ( GSH 
se lipiedkliniek). 
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3.1.4. Sifting vir die 2.5 kb delesie van eksons 7-8 in die LDL 
reseptor geco 
Genomiese DNA van 1 O FH heterosigote en 16 hiperlipidem1ese Kleurlinge is 
volledig met die ensiem Nco verteer, aangesien dit geskikte 
fragmentgroottes lewer (Defesche, 1993) vir Southern-klad analise van die 
2.5 kb delesie. wat vir die eerste keer deur Henderson et al. (1988) beskryf is. 
Fig. 3-H toon 'n verteenwoordigende agarose gel en outoradiogram aan van 
die ondersoek van 8 individue vir die 2.5 kb-delesie. 
A 
123456 7 8 
8 
1234 5 678 
-
kb 
9.4 
-1.s 
-1.0 
FIG 3-H. ETHIDIUMBROMIED GEKLEURDE AGAROSE GEL (A) EN OUTORADICGRAM (8) VAN 
GENOMIESE DNA VAN 8 INDIVIDUE NA VERTERING MET DIE RESTRIKSIE·ENDONUKLEASE NCO I EN 
HIBRIDISASIE MET DIE 0 .32KB EN 1.05 KB CDNA PEILFRAGMENTE. GROOTTES WORD AANGEDUI IN 
KILOBASISPARE (KB), 
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By al die individue in hierdie studie is die normale bandpatroon van Nco I 
verteerde genomiese DNA na hibridisasie en outoradiografie waargeneem. 
Die verwagte bande van 9.4, 7.5 en 1 kb is waargeneem en dit het dus 
geblyk dat nie een van die pasiente die 2 5 kb-delesie dra nie. 
3. 2. Kliniese data 
TABEL 3-C KLINIESE DATA EN BIOCHEMIESE KENMERKE VAN NIE-VERWANTE FH HETEROSIGOTE 
MET VERSKEIE LDL RESEPTOR GEEN MUTASIES. 
FH 1340 v/59 1.8 
FH 269 m/50 7.7 1 1 1.4 
FH 1085 m/59 10.2 1.J 0.7 + 
FH 1603 m/32 11 .3 1.8 1.2 + 
FH 451 v/39 13.1 11.1 0.7 2.9 + 
Fn 613 v/46 12.0 10.4 1.2 0.8 
FH603 v/26 10.7 7.8 2.2 1.7 
FH 1255 v/32 8.84 69 1.3 1.5 + 
: FH 792 m/53 14.6 12.5 0.8 2.8 + 
m/47 10.4 8.72 1.0 1.9 + 
Koronere hartsiekte 
' Xantomas 
+ Ouderdom in jare 
Tabet 3-C toon die resultate van lipiedanalise en die teenwoordigheid van 
koronere hartsiekte (KHS) en tendon xantomas aan in FH heterosigotiese 
pasiente, in wie mutasies opgespoor is. 'n Positiewe familiegeskiedenis van 
KHS (miokardiale infarksie of skielike dood gerapporteer voor die ouderdom 
+ 
+ 
+ 
+ 
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van 50 jaar in eerste of tweede orde familie-lede) is deur al die 
indf?kspasiente gerapporteer. 
Uit bogenoemde tabel kan afgelei word dat die LDL reseptor geen mutasies 
wat ge'identifiseer is, verantwoordelik is vir FH in 32% (10/31) van die klinies 
geaffekteerde Kleurlinge. Kliniese data was nie beskikbaar vir die pasiente 
vanaf die hiperlipidemiese groepe wat LDL reseptor geen mutasies getoon 
het nie. 
FH 792, die pasient by wie die FH-Lithuania mutasie opgespoor is, het die 
hoogste totale cholesterolvlak gehad, nl. 14.6 mmol/L. Dit het geblyk dat die 
totale cholesterolvlak oor die algemeen hoer was in die pasiente met die FH-2 
mutasie (gemiddelde = 11 .16) as wat waargeneem is vir individue met die 
FH-1 mutasie (gemiddelde = 10.2). Xantomata is waargeneem by die ouer 
pasiente in die geval van die FH-1 en FH-2 mutasies. Kliniese tekens is nie 
in die ander indiv1due waargeneem nie, waarskynlik omdat hulle jonger is en 
die k1iniese tekens nog nie ontwikkei het nie. 
3. 3. RFLP studie 
Die ,:osls:~s in die !.JJL reseptor geen waar die vier varieerbare setels wat in 
hierd;e stuuie geanaliseer is, gelee is, word in Fig. 3-1 aangedui. Die volgorde 
\· ln die setels in die LDL reseptor geen is vanaf die 5'-kant: Sma I, Stu I, Ava 
II en Nco I Twee van hierdie varieerbare set<s:s is in die koderende streek 
gelee, nl. Stu I (ekson 8) en Ava II (ekson 13) en word veroorsaak deur 
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puntmutasies. Die polimorfiese Nco I setel is gelee in die 3' nie-koderende 
streek van ekson 18, terwyl die Sma I setel in intron 7 gelee is. 
Ekson 7 8 9 10 1112 1314 15 16 17 18 
5' II ' 11 11 _ ._____..,~I ____.l...___ _ __..__I ___ I __... 
Sma I Stu I Ava II Nco I 
F IG. 3-1. KAART VAN DIE LDL RESEPTOR GEEN OM AAN TE TOON WAAR DIE VIER POLIMORFIESE 
SETELS WAT IN HIERDIE STUDIE GEANALISEER IS, GELEE IS . 
Smal Stu I 
- ... --
-t::::! ·_ -234 bp 
-197 bp 
-- -
-
-- -
-174 bp 
-134 bp 
Ava II Nco I 
..,...,_ 
- -· . ..--
--
-148 bp 
-111 bp 
_ .. , . 
-
-915 bp 
-486 bp 
-429 bp 
FIG. 3-J . RESTRIKSIE-ENDONUKLEASE ANALISE VAN DIE SMA I, STU I, AVA II EN NCO I RFLP'<; IN 
DIE LDL RESEPTOR GEEN NA PKR-AMPLIFIKASIE EN GEL-ELEKTROFORESE. FRAGME:NTGROOITES 
WORD AANGEDUI IN BP 
Fig.3-J toon die verteenwoordigende agarose gels aan van die LDL reseptor 
geen fragmente wat waargeneem is nadat PKR-geampliftseerde produkte van 
intron 7, ekson 8, ekson 13 en ekson 18 onderskeidelik met Sma I, Stu I, Ava 
3' 
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II en Nco I verteer is. Die PKR-kondisies en oligonukle0tiedvoorvoerders wat 
gebruik is om die onderskeie fragmente tydens die RFLP studie te 
amplifiseer, word in tabel 2-A aangegee. 
3.3.1. Haplotipe studie in mutasie-positiewe FH pasjeote 
Genotipes is bepaal vir die Sma I, Stu I, Ava 11 en Nco I LDL reseptor geen 
RFLP's na restriks1e-endonuklease vertering van PKR-produkte, sodat die 
mutasie-geassos1eerde haplotipes en oorsprong van die bekende mutasies 
vasgestel kon word. 
Smaf 
m-
\ 
Stu I ++ 
Ava II J: ++ Nco I 
I I I I () () 0 D 
m· ill~ +. + -+ ++ +• • + - + • + -. 
FIG 3-K. HAPLOTIPE ANALISE IN DIE FAMILIE VAN FH 269 MET DIE FH-1 MUTASIE. AL VIER 
POLIMORFISMES IS BINNE DIE lDl RESEPTOR GEJ:;N EN WORD GEANALISEER DEUR GEBRUIK TE MAAK 
VAN RESTRIKSIE-ENOONUKLEASE VERTERING VAN PKR-PRODUKTE DIE TEENWOORDIGHEID VAN 'N 
Rf'.:S1"RIKSIE·ENOONUKLEASE SETEL WORD AANGEDUI MET 'N "+", EN DIE AFWESIGHEID VAN 'N SETEL 
WORD AANGEDUI I 'N "-". HALFINGEKLEURDE STAMBOOMSIMBOL.c: DUI GEAFFEKTEERDE 
INDIVIDUE MET DIE FH-1 MUTASIEAAN. 
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Hierdie RFLP's is gebruik om die oorerwing van &ilele van die LDL reseptor 
geen in familielede van FH 269, FH 1085 en r:H 613 le volg. Die familieled.? 
van FH 792 was egter nie beskikbaar vir haplotipe studies nie. Die 
stamboom van eersgenoemde pasient en die haplotipe analise word 
aangetoon in Fig. 3-K. Dit is duidelik dat die haplotipe Sma H, Stu I+, Ava II-, 
Nco I- saam met FH in die familie segregeer. FH 1085 en FH 613 was 
homoalleliss vir al die po1.rnorftsmes en hulle haplotipes kon afgclei word. 
Genotipering by die vier polimorfiesP setels het getoon dat die FH-1 en FH-
Lithuania mutasies wat in die ~leurfinge ge·identifiseer is, se geassosiE:erde 
haplotipes ooreenstem met die haplotipes wat reeds bcskryf is in 
onderskeidelik die Afrikaner, Britse en Joodse populasies. Die FH-2 
geassosieerde haplotipe verskil van die in die Afrikaners by twee polimorfiese 
setels aan weerskante van die FH-2 mutasie. 
TABEL 3-0. LDL P.ESEPTOR HAPLOT!PES GEASSOSIEER MET FH-VERWANTE MUTASIES IN 
VERSKILLENDE POPULASIES. 
+ 
+,·-
+/-
+ 
+ 
+ 
+ 
+/- Litht~ania 
Suid-Afrika 
"+" of "-" dui die aanwesigheid en afwesigheid, respektiewelik, van die 
snyplek aan. +/- dui aan dat dit nie moontlik was om die :-=H-geassosieerde 
alleel duidelik te bepaal nie. 
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Tabel 3-D som die haplotipe resultate op en gee ook die genotipe van FH 333 
met die nuwe FH-Tygerberg mutP.sie. Familielede was nie beskikbaar vir 
haplotipe studie t.o.v. die Sma I RfLP nie. 
3.3.2. Die bepaling van RFLP genotipes en alleelfrek-wensies in di,· 
FH en kontroJe paputas1es 
Die verspreidirig van ganotipes en alleelfrekwensies van die vier RFLP's is 
bepaal in beide die FH heterosigotiese populasie van 17 nie-verwant~ 
pasi~nte (wat nie FH-verwante mutasies getoon het nie) en die kontrole 
populas1e van 21 individue (tabel 3-E). 
Die alleelfrekwensies is direk vanaf die genotipe-getalle bereken deur die 
~antal keer te tel wat alke alleel vcorkom en dit dan te deel deur die totale 
aantal allele in die populasie. 'n lndividu wat byvoorb~eld SM++ is, bevat 
twee SM+ allele, terwyl 'n i~dh .. ·r:1u wat SM+- is, sleg~ een SM+ alleet b'3sit. 
uie aantal SM+ ailele in die FH populasie sat bv. wees (sien tabel 3-E): (2 x 
8) t- 7 :. 23. Die tr. tale aantal allele 1:i die FH populasie is twee maal die 
aantal iridivit;;ue, r.: ·: 7 x 2 = 34. Die SM~ alleelfrekwensie in die FH populasie 
sal dan byvoorbeeld bereken word ,s 23/34 ::;. 0.68. 
Genotipes en 3lleelfreky,ensies vir die Sma I, Stu I, Ava II dn /\' ~o I RFLP's 
word aangegee in !abel 3-E. Die ptu::;.~ken (-t) en minusteken (-) dui die 
teeni.voordiyheid of afwesigheid van die restnksie-endonukiear. ·, setel 
respektiewelik aari 
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TABEL 3-E VERGEL YKING VAN DIE GENOTIPE VERSPREIDING EN ALLEELF~EKWENSIES VAN DIE SMA 
I, STU I, AVA II EN NCO I RFLP's IN DIE FH ':N KONTROLE f'OPUl.ASIES. 
'n Sturiie van die genotipe kombinasies van die vier RFLP's het aangetoon 
dat van die 256 moontlike genotipes (44 ) net 13 waargeneem kon word 
(Tabel 3-F). Genotipe kombinasies is direk vanaf die resultate van die 
resttiksie-endonuklease verterings van PKR-produkie afgelei. Haplotipes is 
af~slei indien die individuc homosigoties was vir ten minc;te drie van die vier 
polimorfisrnes Dubbel hetercsigote se haplotipes kon nie afgelei word nie, 
adngesien daar nie families bekikbadr was r.;e . Daar was 7 dubbel 
heterosigote in 1jie FH populasie en 10 in die kontrole populasie (tabul 3-F). 
Van die 16 (24) moontlike haplotipes kon 6 in die FH populasie afgelei word 
en 4 in die kontrcAe populasie. Die haµlotipe frekwensies is egter nie bereken 
nie, weens ~IP.ir. g~talle en die gebreK aan fam1lie!l. 
Diti damonstrenng van s:egs 'n kiein aC\ntal genotipe kombinasies in die 
pcpulasies kan ge·int~rryreteer word as nie-ewei<ansige assosiasie van die 
Stellenbosch University  https://scholar.sun.ac.za
87 
vier DNA rnerkers in die LDL reseptor geen en is die gevolg van 
koppelingsdisekwilibrium tussen nabygelee merkers. 
TABEL 3-F GENOTIPE FREKWENSIES VAN DIE VIER POLIMORFISMES VAN DIE LOL RESEPTOR GEEN 
IN DIF t<ONTROLE EN FH POPULASIES SOOS BEREKEN IN PAS1£~TE SONDER BEKENDE MUTASIES 
. Genotipe · . . ~ FH ind1vidue · Kontrole md1v1due 
... "": . . 
. ·· . .'". . . (n=17) . · .(n=21) 1 
" _ . : · Nr % . Nr u;.i 
S+ST+::.AA Ill• .. . .··. / .... 
S+ST+.~N+ 
S+l~ ll'·~ A'tl.- ti+ .. · .. · .. 
·s+1 ..  it+i+J. H+i~rn:: it-at+/...A:•N+ .· ... · 
S+l .. Stf ,A; N.• ,. 
$+$T• l:+f ... N+I~•·. ., · s~~'$i'+:i'fi"N+J• .... ~ 
...,~·at+i .. tri. •. · 
s+ ST+ A+t-N+ 
S·ST+A+N+ 
S+ ST+ A~N•!· 
S+ $T+J .. A··N+I· 
1 
4 
2 
2 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
2 
0 
0 
6 
24 
12 
12 
6 
6 
6 
6 
ti 
6 
12 
0 
0 
3.3.2.1.Die Hardy-Weinberg ekwilibrium 
0 
4 
5 
3 
0 
(I 
0 
1 
0 
3 
1 
0 
19 
23.8 
14.3 
14 . ~ 
0 
0 
0 
4.8 
4.8 
0 
14.3 
4.8 
In 'n populasie neig die relatiewe frekwensies van verskillende allele om 
konstant te bly v~n een generasie na die volgende. In 'n lokus met twee 
allele, A en a, kan die alleelfrekwensie van die A alleel, wat p genoem kan 
word, en die alleelfrekwensie van die a aHeel, wat q genocm kan word, 
bereken word. Aangesien elke individu in 'n populasie 6f die een of die ander 
alleel moet he, moet die som van hierdie alleelfrekwensies altyd een wees of 
100%. Die genotipe frekwensies word bereken deur die binominale 
uitbreiding van (p + q)2 soos aangedui. 
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(p + q)2 = p2 + 2pq + q2 = 1 
A a AA Aa aa 
waar die allele en genotipes waarmee die frekwensies korreleer in die tweede 
lyn aangegee word. Die som van die alleelfrekwensies, en van die genotipe 
frekwensies, moet altyd 1 wees. Hierdie verwagte verhouding tussen die 
frekwensies van allele in 'n populasie en die frekwensies van die genotipes in 
dieselfde populasie, staan bekend as die Hardy-Weinberg ekwilibrium. Omdat 
die Hardy-Weinberg ekwilibrium die verwagte verhoudings tussen die 
sigotiese-en geenfrekwensies verteenwoordig, dien dit as basis vir die uitvoer 
van statistiese toetse. 
Die verspreiding van homosigote en heter0sigote by elke setE'I (label 3-E) 
'Nas konsekwent met die Hardy-Weinberg ekwilibrium, soos bereken uit 
bogenoemde. 
3.3.2.2. Die chi-kwadraat (x.,1) toets 
Om te bepaal of die alleelfrekwem~ies wat in tabel 3-E verkry is deur kans 
alleen v:1orkom, is die chi-k"1adraat toets uitgevoer. Die veronderstelling wat 
geld met die uitvoer van die toets is dat J:2 + 2pq + q2 = 1. Die / funksie i., 
waar l: beteken "som van" en toepasbaar is op alle klasse in die eksperiment, 
W is die waargenome frekwensies en V is die verwagte frekwensies uitgedruk 
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as getalle. lndien die waargenome en verwagte frekwensie nie statisties 
beduidend van mekaar verskil nie, '. .:ildoen die twee allele vafl :.-::~~ 
polimorfieJe setel aan die Hardy-Weinberg verwagting var. oridli-:.mkitke 
verspreiding van Mendelies ~ elemente. Of anders gestei, 111dien die vers. ... lie 
nie statist1es beduidi::nd . ~ nie, is die waarskynlikheid (P) hoog dat die 
ve1skille toevallig h:.. Tat~I ~ r-; too· - die d~ta vir die uitvoer van die 
chi-kwadraat toets verwerk is. 'n eu · _, is die verwagte getalle vanaf die 
waargenome genoti:i~ · r~; !•1:,1t:nsies c.part vir elke RFLP be,eken. 
TABEL 3-G. VERWERKING VAN DIE DATA VIR OIE x2·TOETS IN DIE FH (N = 17) EN KONTROLE (N = 
21) POPULASIES. 
Populasi~ µenotipe . Allee!- Denot1pe v~ w (waar- (w~vr'tv 
"' frekw~ns1e moonthk ~ (ver.wagi geneeni) . . · 
l1J'. :_,,J~:;<§·~~::~~~:·l.l1;:;-.:~ 
t·>:::::;.; .. ::.·*.!=- ·:::;.;~::: 
~~L \::: : - .'./~it>·;~:~::~::!;~ 
. _. ·.~;- ·.-:- ;.; 
p = 0.68 
q = 0.32 
p = 0.79 
q = 0.21 
p = 0.97 
q = 0.03 
p-= O.!'.lO 
q = 0.10 
0.4624 
0.4352 
0.1024 
0.6241 
0 3318 
0.0441 
0.941 
0.058 
0.0009 
0 .81 
0.18 
0.01 
7.86 
7.4 
1.74 
13.1 
6 .96 
0.926 
15.9 
0.98 
0.015 
17.01 
3.78 
0 21 
8 
7 
2 
2 
x = 
12 
9 
0 
2 
x = 
16 
1 
0 
2 
x = 
17 
4 
0 
2 
x. = 
0.0025 
0.022 
0.04 
0.065 
p <0.8 
0.092 
0.6 
0.926 
1.62 
P<0.2 
0.0006 
0 .0004 
0.015 
0.016 
P<0.9 
6E-6 
0.013 
0 .21 
0.22 
P< 0.9 
Stellenbosch University  https://scholar.sun.ac.za
90 
p = 0.35 0.1225 2.08 3 0.41 
0.455 7.735 6 0.39 
q = 0.65 0.4225 7.18 8 0.09 
2 0.89 x = 
P<0.5 
p = 0.21 0.0441 0.92 0 0.92 
0.3318 6.9 9 0.64 
q = 0.79 0.6241 13.1 12 0.09 
2 1.63 x = 
P<0.2 
p = 0.74 0.5476 9.31 10 0.05 
0.3848 F.5 5 0.35 
q = 0 26 0.0676 1.15 2 0.63 
2 1.03 x. = 
P<0.3 
p = 0.81 0.6561 13.7 13 0.04 
0.3078 6.46 8 0.37 
q = 0.19 0.0361 0.758 0 0.758 
2 - 1.168 x -
P<0.3 
*aereken deur die moontlike genoti~0 frekwensies te vermenigvuldig met die 
totale aar.tal individue geanalise~r. 
Die Chi-vierkant van hierdie berekeninge het 'n enkele graad van vryheid, 
aangesien die frekwensie van die allele geen teoretiese verwagting het nie, 
dus moet p (en gevolglik q = 1-p) vanaf die waarnemi:igs bereken word. Een 
vryheidsgraad gaan verlore vir elke parameter (p in hierdie geval) wat van die 
data bereken moet word. i.Jit tabel 3-G is dit duidelik dat daar bevredigende 
. 2 
ooreenstemming tussen waargenome en verwagte resultate 1s (x <1>o.os = 
2 
3.84). Al die berekende chi -waardes :s minder as die chi-vierkantwaarde vir 
een graad van vryheid by die 5% vlak van bedu1dendheid, wat 3.84 is. Of 
anders gestel: die resultate blyk om te voldoen aan Mendel se hipotese en 
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dat die verskil tussen die waargenome en verwagte waardes aan kans te 
wyte is. 
Die chi2-toets is ook uitgevoer om te bepaal of die verskille in 
alleelfrekwensies tussen die FH en kontrole populasies (tabel 3-E) statisties 
betekenisvol is. Die kontrole populasie se alleelfrekwensies rs gebruik om die 
verwagte getalle in die FH populasie vir elke RFLP te bereken. 0:> hierdie 
manier is aangetoon dat daar 'n statis~ies beduidende verhoging is in die 
skaars alleel van die Ava II polimorfisme in die FH groep (alleelfrekwensie 
van + alleel = 0.35) in vergelyking met die kontrole groep (alleelfrekensie van 
2 
+ alleel = 0.21) (x. = 7.42, 1 vryheidsgraad, P < 0.01). Dit is 'n moontlika 
aanduiding van populasie assosiasie van hierdie alleel met 'n mutasie in die 
LDL reseptor geen wat FH veroorsaak. 
Wat die Stu I, Nco I en Sma I RFLP's betref, is daar geen statisties 
beduidende verskil in die alleelfrekwensies tussen die FH en kontrole 
populasies gevind nie. 
3.3.2.3.Die berek<ming van heterosigositeit (H) en 
polimorfiese i1iformasie inhoud (Pl/) 
'n Goeie mt\atstaf van genetiese variasie is die frekwensie van 
heterosigotiese individue per lokus. Dit staan ook bekend as die 
heterosigositeit (H) van die populasie en is dus 'n aanduiding van hoeveel 
individue in 'n populasie 'n verskil toon tussen die allele. Tabel 3-H toon die 
Stellenbosch University  https://scholar.sun.ac.za
92 
resultate aan nadat die heterosigositeit bereken is vir die vier RFLP-loki v1at in 
die studie gebruik is. 
TABEL 3-H. BEREKENING VAN IJIE HETEROSIGOSITEIT BY DIE VIER RFLP LOKI VIR DIE KONTROLE EN 
FH POPULASIES 
Aantal 1nd1v1due 
Lokus RFLP Heterosigote Totaal He t f~ru~ 19os1te1t 
Smal 
Stu I 
Ava II 
Nco l 
Smdl 
Stu I I Ava II 
! /Jco I 
. . (% ) 
9 21 42.80 
4 21 19 04 
9 21 42.80 
8 21 38.09 
gemiddelde = 35.60 
-~ 
~-i191PY 
: : .. : ···: . ..;,.;._j 
7 17 41 .17 
1 17 5.80 
6 17 35.29 
5 17 29.40 
gemiddelde = 27.90 
Behalwe vir die Stu I RFLP wat lae heterosigositeit toon, is die genetiese 
variasie by die ander drie loki redelik hoog, met heterosigosite1te wat wissel 
tussen 29 4% en 41 .17% in die FH populasie en 38.09% en 42.8% in die 
kontrole populasie. Die Sma polimorfisme het die hoogste 
heterosigositeitswaardes gehad m die FH populc.s1e en daarna die Ava II 
setel. 
B~halwe die alleelfrekwensies is daar 'n ander maatstaf wat gebruik kan word 
om die bruikbaarheid van 'n polimorfiese lokus vir koppeling te bepaal 
(Botstein et al. , 1980). Hierdie maatstaf staan bekend as die polimorfiese 
informasie inhoud (Pll) van 'n lokus. en word gebruik om die relatiewe 
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informasie inhoud van 'n merker lokus uit te druk. Die Pll is 'n funksie van die 
aantal allele by 'n gegewe merkerlokus en die allele se frekwensies in die 
populasie. Die Pll word bereken as 
n 
1 - p: p,2) -
i=1 
n-1 n 
L l: 2p,2pJ2 
i=1 j=i-1 
waar n die aantal allele is en p die frekwensies van die allele. Die Pll 
maatstaf verskaf inligting aangaande die waarskynlikheid dat die ouerlike 
oorsprong van die oorgeerfde allele bepaal kan word as die individu en sy 
ouers se genotipes bekend is (Barker et al., 1984). 
Tabel 3-1 is 'n opsomming van die berekende Pll waardes by die vier RFLP 
loki. 
TAB':I 3-1 DIE Pll WAARDES BY VIER RFLP LOKI (SMA I, ~TU I, AVA II, Nco I} IN DIE FH EN 
KONTROLE POPULASIES 
\~ lntron 7 
Ekson 8 
Ekson 13 
Ekson 18 Ncol 
S71a I 
Stu I 
Ava II 
Ncol 
0.2767 
0.1638 
0.2767 
0.2604 
0.3405 
0.0566 
0.3514 
0 3107 
Die Pll waardes vir die vier RFLP lok1 het gewissel tussen 0.16 en 0.27 vir die 
kontrole populas1e en tussen 0.05 en 0 . ~5 vir di€1 FH populasie. Die Pll 
waardes vir die Stu I polimorfisme wa& die laagste 1n beide populasies. 
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3.3.3. Die identifikasie van 'n 478 bp delesie in ckson 18 van die 
LDL rcseptor gcen 
DNA-monsters van 17 FH heterosigore h: tydens die RFLP studie met die 
voorvoerders 18.1 en 18.2 (sien tabe:I 2-/, vir nukleotiedvolgordes) 
geamplifiseer om PKR-produkte van 915 bp lank te produseer, wat daarna 
met Nco I verteer is v1r analise van die Nco I polir.1orfisme in ekson 18. Die 
PKR-produkte is op 2% agarose gels gevisualiseer om te toets of die PKR 
suksesvol was. Een van die pasiente, nl. FH 231, het addis1oneel tot die 
normale 915 bp PKR-produk ook 'n bykomende fragment van ongeveer 400 
bp (geskat volgens grootte merker VI) getoon, wat baie sterk ender UV-lig 
gefluoresseer het (Fig 3-L). Dit is 'n aanduiding dat FH 231 ee1i riormale 
ekson 18 geamplifiseerde fragment het en een fragment wat blykbaar 
ontstaan het a.g.v. 'n delesie van ongeveer 500 bp (met pyl gemerk, Fig.3-L). 
2 3 4 5 6 
.·t1•r ..  ·· • ·· 
. • -- .. • . .... 4l!l!!t 
. -
I 
- 915 bp 
~ 
FIG. 3-l ETHiDIUMBROMIED GEKLEURDE 2% AGAROSE GEL OM TE TOETS VIR DIE SUKSESVOLLE 
PKR AMPLIFIKASIE V.~N DIE GENOMIESE DNA VAN 6 FH HETEROS1GOTE VOORDAT RESTRIKSIE-
ENDONUKLEASE ANALISE VAN DIE Nco I RFLP IN EKSON 18 VAN DIE LDL RESEPTOR GEEN 
UITGEVOER KON WORD. DIE INDl'/IDU IN LAAN 2 HET BYKOMEND TOT DIE NORMALE BAND VAN 915 
BP, OOK 'N ABNORMALE BAND MET 'N GE SKA 7TE GROOTTE VAN ONGEVEER 400 BP (PYL) GETOON 
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DNA volgorde bepaling is uitgevoer na suiwering van die mutante alleel. Op 
hierdie manier kon die 5'- en 3'-delesie-breekpuri•e bepaal word, asook die 
presiese groorte van die delesie. Fig. 3-M toon die resultate van die volgorde 
bepaling van die mutante alleel van FH 231 en van die PKR-prcJuk van 'n 
normale kontrole. Uit Fig. 3-M is dit duidelik dat die DNA-volgorde in FH 231 
'n perfekte ooreenkoms toon met die norma!e volgorde to by nukleotied 3749. 
Vanaf nukleotied 3749 (die einde van die eerste direkte herhaling) verskil die 
DNA-volgorde van FH 231 van die van die normale kontrole. VergelyKrng van 
die DNA-volgorde van die abnormale band met die gepubliseerde cDNA 
volgorde (Yamamoto et al., 1984) het getoon dat die 5'-delesie-breekpunt in 
ekson 18 gelee is 6f voor 6f na 'n kort nukleotiedvolgorde wat in die eerste 
Alu herhalende volgorde in die 3'-ongetransleerde streek van die LDL 
reseptor geen voorkom. Die nukleotiedvolgorde het 'n lengte var. 34 bp en 
strek vanaf nukleotied 3715 tot by nukleotied 3749. Die 3'-aansluitingspunt 
kon ook 6f voor 6f na 'n identiese nukleC'tiedvolgorde, wat in die derde Alu 
herhalende volgorde van die ongetransleerde DNA voorkom, plaasgevind het. 
Die tweede identiese volgorde strek vanaf nukleotied 4193 tot by nukleotied 
4227. 
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FIG . 3-M. ETHIOJUMBROMIED GEKLEURDE POLl-AKRIELAMIEDGEL (3 5%) (A) EN ONA VvLGORDE 
BEPALING (8) VAN DIE MUTANTE ALLEEL VAN FH 231 (REGS) EN VA" DIE PKF\-PRODUK VAN 'N 
NORMALE KONTROLE (LINKS) 01!: ONA-VOLGORDE OOR DIE DIE DELESIE-AA,.. ... L llTINGSPUNT 
("OELETION JOINT"} IN DIE MUTANTE ALLEEL VAN FH 231 EN DIE OOREENSTEMMENDE G :OEELTES IN 
DIE NORMALE GEEN WORD AANGE fOON. DIE HOMOLOGIE TUSSEN DI!: NORMALE '.N IY'UTANTE 
VOLGORDES WORD BE:NOIG NA NUKLf.:UTIEDPOSISIE 3749 SOOS AANGEDUI MET DIE PYL 
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Die verhoudi'ig van die delesie-eindpunte in FH 231 se DNA tot die Alu 
volgorde word diagrammaties voorgestel in Fig. 3-N, waaruit dit duidelik is dat 
beide die 5'-en 3'-delesie breekpunte voorkom in die linkerarms van die twee 
Alu herhalende volgordes wat betrokke i~. 
Normaal 5' 
PKR: 
Mutant 5' 
~ 
18.1 
Alu3 
3' 
.._ 
18.2 
Konsensus Alu 
volgorde 
I M 
-168 ~ -36 ~ +130 
Linkerarm Regterarm 
3' 915 bp 
437 bp 
kb 
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 1.1 1.2 1.3 
FIG. 3-N. 0Rlf:.NTASIE VAN DIE ALU HERHA!..ENDE VOLGORDES IN DIE 3'-0NGErR. ,NSLEERDE STREEK 
VAN EKSON 18 IN DIE NCRMALE LDL RESEPTOR GEEN EN D1E OOREENSTEMMHlDE STREF.K VAN DIE 
DELESIE·DRAENDE GEEN VAN FH 231 DIE STRUKTUUR VAN 'N KONSt:NSUS ALU HERHALING 
{DEININGER ET AL., 1981) MET LINKERKANTSE ARM EN REGTERKANTSE ARM WORD IN DIE RAAMPIE 
AANGETOON. 
Uit die DNA volgorde data van ekson 18 van die LDL 1 eseptor geen is dit 
duidelik dat die deles1e sy ontstaan ken gehad het tn 'n rekombinasie tussen 
die twee identiese nukleotiedvolgordes in die linkerarms van die twee Alu 
volgordes (Alu 1 en Alu 3) in die LDL reseptor geen wat betrokke is. 
Om die verhouding tussen die 478 bp delesie in ekson 18 van die LDL 
reseptor geen en FH te ondersoek, is die segregasie van verhoogde 
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cholesterol en die abnormale LDL reseptor geen fragment in d!e tam 1:e van 
die indekspasient gevolg. Fig. 3-0 toon die resultate verkry nadat ti:e ?KR-
produkte van die indekspasient, rH 231 (die heterosigotiese moeder), haar 
dogter, haar su~ter en lg. se dogter op 'n 2% agarose gel geelektroforeer is. 
FH 231 met 'n totale cholesterolvlak van 9.0 mmol/L, is in laan 1-2 gelaai, 
terwyl haar dogter, wat 'n normale totale cholesterolvlak van 5.38 rnmol/L het, 
in laan 11-2 gelaai is. Hierdie resultate toon dat die normocholesterolemiese 
dogter nie die mutasie oorget;rf het nie en dus segregeer die FH fenotipe 
saam met die delesie. FH 231 se suster is in laan 1-1 gelaai en lg. se dogter 
in laan 11-1 . Die suster van die indekspasi~nt het 'n totale cholesterolvlak va!"l 
8.29 mmol/L gehad, terwyl die suster se dogter se totale cholesterolvlak 7.09 
mmol/L was. Die verhoogde cholesterolvlak in beide hierdie !ndividue word 
veroorsaak deur sekond6re faktore. 
'n Totaal van 50 Kleurlinge met FH is 1Jerder gesif vir die delesie wat in FH 
231 gc·identifiseer is. Slegs een :=H he1 · ·osigoot, FH 1333, met die FH-1 
mutasie het 'n delesie getoon (Fig. ~-0). Hierdie pasient het 'n totale 
cholesterolvlak van 8.2 mmol/L getoon, terwyl die LDL-C vlak 6.6 mmol/L 
was. Bogenoemde impliseer dat hierdic sl~gs ' 11 polimorfome is wat 'n lae 
voorkoms in die Kleuringpopulasie het. Die delesie is r.it: opgespoor in die 21 
ko:itroles wat in die RFLP studie gebruik is nie. 
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A 8 
(") 
(") 
(") 
..-
..- N ..- N 
::c 
- -
u.. 
!!.... --·-. .. . \ ,_.., -- 915 bp 
. - - 437 bp 
II " 
r:1G 3-0. ETHll.J11.1·1BROMIED GEKLEURDE AGAROSE GEL (2%) OM DIE SEGREGASIE VAN DIE 478 BP 
DELESIE IN EK50N . ~ VAN DIE LDL RESEPTOR GEEN EN FH IN DIE FAMILIE VAN FH ~31 , AAN TE 
TOON. DIE INDEKSPASIENT (LAAN 1-2), FH 231, HET DIE NORMALE 915 13P BAND, A~O\IK 'N 
ABNORMALE 478 er BAND GETOON. DIE DOGTER VAN DIE INDEKSPASIENT (LAAN 11-2) I tE r 
ALLEENLIK DIE NORMAL!: 915 BP BAND DIE INDEKSPASIENT SE SUSTER (LAAN 1-1) EN LG. SE 
DOGTER (LAAN 11-1) HET OOK SEIDE ~LEGS DIE NORMALE 915 BP BAND. FH 1333 (LAAN 5), 'N FH 
HETEROSIGOOT MET DIE FH-1 M!.!l"ASlt. TO"N 'N SOORTGELYKC: DELESIE AS FH 231 . 
3. 4. ·;-,ti herhalende vo/gorde po/imorfisme studie 
TA-herhalende-volgorde-polimorfismes in ekson 18 ontstaan deurdat die 
a;:mtal dinukleotiedvolgordeR tuJsen i!d!vidUE~ verskil. Hierdie •1ert:kille het tut 
gevolg dat fragmente met verskillende lengtes d.m.v. PKR gepro1,, ·seer word 
'Nat dan M~ndelies oorgee1i word. 
T11dens ~ .ierdie studie is 15 FH heteros1gote en 15 k1. nt• < le individue 
suksesvol vu Jic TA-dinukleotied-herhalende-volgorde in ekson "i :> •1an die 
LDL reseptor geen ondersoek (Zuham & Hobbs, 1990). 
Vier verskillende allele is waargeneem na PKR-vermeerdering en gel-analise 
van die TA-herhalende-volgorde in 15 FH heteros1gote (Fig. 3-P) Die vier 
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verskillende allele word as A 1, A2, A3 en A4 aangedui (A4 die kleinste ) en 
wissel in grootte van 106 bp (A4) tot by 112 bp (A1). Die allele verskil met 2 
nukleotiede van mekaar, m.a.w. een TA-dinukleotied eenheid . 
2 ~ 4 5 6 7 8 9 10 M 11 12 13 14 15 16 ;..: 
;...:: 
- -it 
..,. 
-
-A1 
• ~ - -A2. • -
" . -
-A3 
-
-- -
-
... • -
.. 
-
-A4 
=;. 
-~ ~
FIG. 3-P. OUTORADIOGRAM MET DIE RESULTATE VAN DIE GENOTIPERJNG VAN 15 FH 
HETEROSJGOTE VIR ALLELE BY DIE TA-HERHALENL>E-VOLGORDE LOKUS JN EKSON 18. DNA JS 
RADIO·AKTJ';F GEAMPLIFISEER NA RADIO-AKTIEWE MERKING VAN EEN VAN DIE PKR VOORVOERDERS 
MET [y32PJ ATP FRAGMENTE METGROOTTES VAN 106 (A4), 108(A3), 110 (A.2) EN 112 (A1) BP JS 
WAARGENEEM DIE VOLGORDELEER VAN BAKTERJOFAAG M13 (M) JS AS l .<OOTIESTANDAARD 
GEBRUI!< 
Orie verskillende allele is in die kontrole populasie waargeneem, nl. 106 (A4), 
108 (A3), en 112 (A 1) bp (Fig . 3-Q). Alleel A2 (110 bp) is nie in die kontrole 
populasie waargeneem nie. 
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FIG. 3-a. 0UTORADIOGRAM MCT Dll:: i<ESULTATE VAN DIE GENOTIPERING VAN 15 KONTROLES VIR 
ALLELE BY DIE T A-HERHALENDE-VOLGORDE LOKUS IN EKSON 18. DNA IS RAOIO·AKTIEi-
GEAMPLIFISEER NA RADIO-AKTIEWE MERKING VAN EEN VAN DIE PKR VOORVOERDERS MET (y32P] 
ATP. FRAGMENTE VAN 106 (A4), 108 (A3) EN 112 (A.1) BP IS WAARGENEEM, DIE VOLGORDELEER 
VAN BAKTERIOFAAG M13 IS AS GROOTIESTANDAARD GEBRUIK (M) 
Die waargenome verspreiding van genotipes in die FH en kontrole populasies 
word in tabel 3-J aangegee. 
TABEL 3-J. VERGELYKING VAN DIE GENOTIPE VERSPREIDING EN GENOTIPE FREKWENSIES VAN DIE 
T A-HERHALENDE-DINUKLEOTIED-POUMORFISME VAN DIE LDL RESEPTOR GEEN IN DIE FH F.N 
KQNTPQLE POPULASIES 
Genotipe FH Chromosome Kontrole chromosome 
· (n=15) (n=15)'. 
. , . 
. nr. . % nr. % 
108/106 (A41A4): 
106/108 (A41A3): 
106/110 (A41A2): 
106/112 (A41A1): 
108/112 (A3/A 1 ): 
1121112 (A1/A1); 
7 
2 
1 
3 
0 
2 
47 
13.3 
6.6 
20 
0 
13 3 
9 60 
1 G.6 
0 0 
4 27 
1 6.6 
0 0 
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Die alleelfrekwensies, heterosigositeit en PH waardes vir die TA-herhalings-
polimorfisme is bereken soos reeds beskryf in die RFLP studie. Die 
heterosigositeit van die TA-herhalende-polimorfisme was 40% in beide die FH 
en die kontrole populasies, wat elk uit 15 individue bestaan het. Die 
polimorfiese informasie inhoud (Pll) van hierdie dinukleotiedherhaling is 0.443 
in die FH populasie en 0.36 in die kontrole populasie. Die alleelfrekwensies, 
groottes van die PKR-produkte en aantal TA-herhalings word saam met die 
heterosigositeit (H) en Pll waardes in tabel 3-K opgesom vir beide die FH en 
kontrole populasies. 
TABEL 3-K. ALLEELFREKWENSIES, HETEROSIGOSITEIT EN Pll WAARDFS SOOS BEPAA!.. VIR DIE FH EN 
KONTROLE (K) POPULASIES VIR DIE TA-HERHALENDE- DINUKLEOTll"' .J ?OLIMORFISME IN EKSON 18 
VAN DIE LDL RESEPTOR GEEN. 
Allee! PKR-produk Aantal TA . 0/n Hetero-1 PH Allet~lfrekwens1e 
grQotte (bp) herhal111gs s1gos1te1t 
40 0.44 
112 10 0.23 
110 9 0.03 
108 8 0.07 
106 7 0.7 
40 0.36 
112 10 0.17 
110 9 0 
.. ·. :· ·'. 108 8 0.07 
~ . ·. ··· .. 
106 7 077 
~: 
Tabel 3-K too11 die informatiwiteit van die polimorfiese TA-herhalende lokus in 
ekson 18 van die LDL reseptor geen aan. Allele A1 en A2 kom teen ho~r 
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frekwensies voor in die FH populasie as in die kontrole populasie. £Prwyl die 
frekwensie van die A4 alleel laer is as in eg. groep. 
Na die uitvoer van die chi2-toets, is gevind dat beide die FH en die kontri-'le 
popu!asies in Hardy-Weinberg ekwilibrium is (FH: ·x.2 = 3.68, p<0.3; kontroles: 
·l = 2.3, p<0.7). Die vryheidsgrade was drie. Toe die alleelfrekwensies van 
die kontrole populasie gebruik is om die verwagte getalle in die FH populasie 
te bereken, is 'n statisties beduidende waarde van /<3> = 8.86 gekry (P<0.05). 
Dit dui moontlik daarop dat die A 1 alleel 'n beduidende verhoging in die FH 
populasie ondergaan het, soos weerspie~I word in tabel 3-J. Hierdie resultate 
is egter moeilik om te interpreteer, aangesien die getalle wat geanaliseer is in 
die FH en kontrole populasies baie klein is. 
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4. BESPREKING EN TOEKOMSVERWAGTINGE 
4. 1. Bespreking 
Die t<leurling- en Engelssprekende populasies van Suid-Afrika deel voorouers 
met die Blanke Afrikaanssprekende populasie, aangesien 'n baie ho~ 
persentasie van hierdie individue afstam van minder as 2000 setlaars wat 
teen die 17Ge en 18de eeu a2n die Kaap gearriveer het (Theal, 1922, Botha 
& Beighton, 1983). Hisrdie i)eperkte geenpoel of stigtergroep is al 
honderdvoudig uits".ltm~i sender veel verdunning van buite. FH is min of meer 
vyf maal m ·1er algem ~en in die Afrikanerpopulasie as in die meeste ender 
bestudeerde p •nulasies 0n 'n stigtergeeneffek is voorgestel as verduideliking 
(Seftel et al. 1980). In die Afrikanerpopulasie is daar drie 
stigtergeenmutasiE'3 Y.'at FH ve. ,orsaak in omtrent 90% van geaffekteerd3 
individue (Kotze et al., ~t~9 1 ). F1ci:wensie-b~µaling van die drie LDL reseptor 
geen mutasies in die Af1 :"·:mn FH pasiente het getoon dnt die FH-Afrikarier-1 
(Asp206-+Glu, FH-1) en FH-Afrikaner-3 (Asp154-+Asn, FH-3) mutas;9s 
onderskeidelik teenwoordig is in ongeveer 60% en 10% v~n FH heteiO~igote , 
terwyl die FH-Afrikaner-2 (Val,.08-+Met, FH-2) m1.1tasie in ekson 9 teenwoordig 
is in 20% van FH heterosigote (Kotze et al., 1991 ; 1992). 'n Soortgelyke 
studie (Van Roggen et al., 1991) het bg. data ondernteun. 
Aangesien variasie in dia kliniese uitdrul<king van het·~rosigotiese FH d!C 
diagnose en genetiese raadgewin~ van pasiente kor..1>liseer, is die direkte 
opsporing van siekte-verwante LDL resbr>tor geen mut 1~i ~e voordelig vir 
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akkurate diagnose van FH. Die waarde van 'n molekul~re diagnose van FH is 
onlangs aangetoon in die Afrikanerpopulasie van Suid-Afrika, waar ongeveer 
90% van FH pasi~nte akkuraat gediagnoseer kan word deur analise van die 
FH-1. FH-2, en FH-3 mutasies (Kotze et al. , 1994). In 'n paging om die 
presimptom2tiese diagnose van FH in die Kleurlingpopulasie te verbeter, is 
die individue in hierdie studie vir FH-verwante mutasies gesif. 
4.1.1. Mutasie-analise van PKR-produkte 
If' hierai~ studie is besluit om hoofsaaklik ekson 4 aan mutasie-analise te 
onderwerp, aangesien hierdie ekson, W3t 382 bp lank is, 'n mutasi~ryke 
streek van die LDL reseptor geen uitmaa:·. Teen 1992 wc:s daa~ reed& 24 
mutasie!; gerapporteer \·~obbs et al. , 199Z) en sedertdien is daar 4 n1.1we FH-
verwante ekson 4 ~utasies is ens 1abor?tc:ium geTd~ntifiseer (Theart et al. , in 
druk, Kotze ~cal. , in dru~< (2); Peeters ·~t al., : ·gestuur]. 
Du:: mutasie-geneiga; !e1d van ekson 4 kan verklaar word in die lig van die feit 
dat ekson 4 '• · .... ..... .;r persentasie van CpG di11ukleotiede bs!:it as e!'lige ander 
koderende r .... ~.c . van die LDL rt septa'" ge:el"!. In ekso:i 4 kom daar 26 
CpG 01. 1 kleotiede voor, ongeveer 1 uit elke 15 basisse, in \ ergF> vking met 
die 1 uit ell<e 22 oasisse ;n die res van die koderende gedeelte van die LDL 
raseptor geen (Gudnason et al., 1993). CpG volgordes is geneig tot 
deaminase van sitosien na timidien en staan bekend as mutasie-geneigde 
setels (Cooper & Youssoufian, 1988). 
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die feit dat ekson 4 vir drie van die sewe siste'ienryke tandemherhalings 
(herhaling 3, 4, en 5) in die ligandbindende gebied van die LDL reseptor 
kodeer (Hobbs et al. , 1990). Mutasies in ekson 4 kan lei tot die foutiewe 
vervoer van die reseptorproteTen na die seloppervlak (klas 2 mutasies: 
transport-defektiewe mutasies) . 'n Sterk konsentrering van klas 2 mutasies 
kom voor in herhaling 5 (Hobbs et al., 1992). Herhaling 5 is uniek ender die 
sewe herhalings in die ligandbindende gebied, aangesien sy struktuur 
be:nodig word vir die binding van beide van die LDL reseptor se ligande. 
Ekson 4 mutasies kan dus ook bindings-defektiewe mutasies veroorsaak 
(klas 3 mutasies)(Hobbs et al., 1990). 
4.1.J.1.Sifting van die Kleurlingpopulasie vir die FH-
Afrikaner-1, -2 en -3 mutasies deur gebruik te maak 
van die amplifikasie-inhiberende-mutasie-sisteem 
(AIMS) 
Die sifting van die Kleurlingpopulasie vir die FH-Afrikaner mutasies is 
uitgevoer om te bepaal wat die voorkoms van die mutasies in die 
Kleurlingpop•Jlasie is. In totaal is 31 FH heterosigotiese en 39 
hiperlipiderniese Kleurlinge (TBH) gesif vir die FH-1, -2 en -3 mutasies deur 
middel van AIMS-PKR. Die FH-1 mutasie was teenwoordig in vier FH 
heterosigote (12.9%), by wie die totale cholesterolvlakke gewissel het tussen 
7.7 en 11 .6 mmol/l (gem. = 10.2 mmol/L). Die FH-2 mutasie was ook 
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tee.nwoordig in vier pasiente (12.9%), met totale chofesterolwaardes van 
pasientc wat gewissel het tussen 8.84 en 13.1 mmol/L (gem. = 11.2 mmol/L). 
Dif9 fenotipiese uitdrukking van die FH-1 en FH-2 rnutasies vofg dieselfde 
patroon as wat in die Afrikaners aangetoon is (Kotze et al., 1993). Die FH-3 
mutasi~ is nie waargeneem nie. Die 39 hiperlipidemiese Kleurlinge het nie 
die FH-Afrikaner mutasies getoon nie. In 'n totaal van 31 Kleurlinge het die 
DNA diagnose met AIMS-PKR dus die kliniese diagnose van heterosigotiese 
FH bevestig in 26% van die individue getoets 
Genotipering van die Kleurling FH-1 heterosigote het aangetoon dat die 
mutasie in al vier families op dieselfde vier-polimorfisme haplotipe voorkom. 
Dit is sender twyfel in drie familielede van een familie bepaal. Hierdie 
haplotipe was identies aan die haplotipe vir die FH-1 mutasie wat in die 
Afrikaners gerapporteer is (Leitersdorf et al., 1989; Kotze et al., 1990). 
Die FH-1 en FH-Maine mutasies besit dieselfde basispaarsubstitusie (GAC-
GAG) in kodon 206 aan die 3'-kant van ekson 4 (Hobbs et al., 1990). 
Haplotipe analise uitgevoer in die FH-1 en FH-Maine pasiente (Hobbs et al., 
1990) het 'n identiese restriksie-endonuklease patroon by 9 van die 10 RFLP 
setels getoon met slegs een setel, die mees 3' gelee setel, Apa L 1, wat 
verskil het. Dus, het hierdie twee individue, 'n Afrikaner van Suid-Afrika en 'n 
Amerikaner van Britse afkoms, heel moontlik diesetfde voorouer gehad. 'n 
Redelike onlangse oorkruising by die 3'-kant van die geen kan die verskil by 
die enkele RFLP setel (Apa L 1) verklaar. Aangesien omtrent 5% van die 
oorspronklike setlaars in Suid-Afrika Brits was, ken aangeneem word dat 
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hierdie mutasie sy oorsprong het in Britt::inje. Gudnason het in 1993 
gerapporteer dat hy die FH-1 mutasie in drie van sy pasiente opgespoor het, 
nl. in twee pasiente wat in Engeland woonagtig was vir vers~e1e generasies, 
en 'n pasient van Suid-Afrika wat nie 'n Afrikaneroorprong gehad het nie. Vir 
al drie individue kon uit die genotipes afgelei word dat die Asp206~Glu 
mutasie op dieselfde ses-polimorfisme-haplotipe voorkom. 1-'il:!rdie haplotipe 
was identies aan die haplotipe gerapporteer vir die mutasie in die 
Afrikanerpopulasie. Defesche (1993) het ook gerapporteer dat die FH-1 
mutasie op die Afrikanerhaplotipe in FH pasiente van Engelse oorprong in 
Nederland opgespoor is. Dit blyk dus dat die FH-1 mutasie 6f vanaf die 
Afrikanerpopulasie na die Kleurlingpopulasie oorgedra is, 6f dat die 
Kleurlingpopulasie die mutasie direk vanaf Britse voorvaders kon oorgeerf 
het. 
Die FH-1 mutasie is 'n klas 28 mutasie wat kodeer vir prote·iene waarvan die 
vervoer gedeeltelik geblokkeer word tussen die endoplasmiese retikulum en 
die Golgi apparc:-at (Hobbs et al. , 1990, 1992, Leitersdorf et al., 1989). Die 
COOH terminale punt van elkeen van die sewe herhalings in die 
ligandbindende gebied besit 'n negatief gelaaide Asp-X-Ser-Asp-Glu 
konsensusvolgorde wat op die oppervlakte van die reseptorprote·ien geleE! is. 
Hierdie negatlefgelaaide konsensusvolgorde bind blykbaar aan die 
positiefgelaaide lisien- en arginienresidue in die twee ligande van die LOL 
reseptor, nl. apo B en apo E (Yamamoto et al., 1984). Die FH-1 mutasie 
vervang een vE.n hierdie hoogs gekonserveerde aminosure in die 
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konsensusvolgord~. nl. aspartiensuur, met glutamiensuur. Glutamiensuur se 
syketting verskil net met 'n enkelde CH2 van die van aspartiensuur. Op die 
mani~r word die transport-defektiewe fenotipe wat FH in individue met die FH-
1 mutasie veroorsaak, geskep (leitersdorf et al. , 1989). Dit is aanduidend 
van hoe sensitief die meganismes bctrokke uy prote'ienvouiing is vir klein 
veranderings. Die FH-1 mutasie gee aanleiding tot 'n relatief gematigde vorm 
van FH (Kotze et al. , 1993) 
Haplotipe-analise in normocholesterolemiese en FH Afrikanerpopulasies het 
getoon dat die FH-2 mutasie met 'n enkele 10-RFLP-polimorfisme-
rangskikking in Afrikaners geassos1eerd is (Kotze et al. , 1989a). In pasi~nte 
van Nederlandse afkoms is die FH-2 mutasie in 1.6% van die individue 
waargeneem (Defesche, 1993). Van die 16 FH-2 heterosigo!e wat in die 
Nederlandse paEiente geYdentifiseer is, het 7 dieselfde LDL reseptor geen 
haplotipe getoon as wat in die Afrikaner pasiente waargeneem is. Die 
oorblywende 9 het almal dieselfde FH-2 geassosieerde haplotipe getoon, wat 
gedeeltelik identies was aan die haplotipe in Afrikaners. Hierdie haplotipe 
kon rnoontlik vanaf 'n enkele rekombinasie-gebeurtenis sy ontstaan gehad 
het. Genealogiese en haplotipe studies (J.C. Defesche, persoonlike 
kommunikasie) ondersteun die hipotese dat die FH-2 mutasie in Nederland sy 
oorsprong gehad het en na ~uid-Afrika oorgedra is deur 'n vr~ 
Nederlandse setlaar in die ~ 7de t:tHJ 
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Om vas te stel of die FH-2 mut~sie wat ook in die Kleurlinge opgespoor is, 
dieselfde mutante alleel van 'n gemeenskaplike voorouer oorgeOrf hat en of 
die mutasie vir 'n tweede keer ona~janklik ontstaan het, is haplotipe an.~li'1e 
uitgevoer deur 4 polimorfiese setel~ tKo!ze et al. , 1986, 1987b; HobiJ'> ~t al .• 
1987; Jensen et al., 1v94) in die LDL reseptor geen te analiseer. 'n Si~Yk~­
geassosieerde haplotipe wat daarop dui dat die chromosomale agtergrond •:ir 
die FH-2 mutasie by die Kleurlinge verskil van die van die Afrikaners en •Ji .. 
Nederlanders, is in die vier Kleurlinge met die FH-2 mutasie waargeneem. 
Die Afrikanerhaplotipe soos saamgestel uit die vier setels wat bestudeer is, 
was as volg: Sma 1-, Stu I+, Ava 11-, Nco 1-. Die Kleurlinghaplotipe, Sma I+, 
Stu I+, Ava 11-, Nco !+ het dus heeltemal verskil van die Afrikanerhaplotipe 
wat betref die Sma I RFLP aan die 5'-kant en die Nco I RFLP aan die 3'-·kant 
van die FH-2 mutasie in ekson 9. Die resultate dui daarop dat die FH-2 
mutasie in die Kleurlinge onafhanklik van die FH-2 mutasie in die Afrikaners 
ontstaan het, aangesien die haplotipe verskil het aan beide kante van die FH-
2 mutasie in ekson 9. Onafhanklike mutasie-gebeure in ekson 9 het dus tot 
gevolg gehad dat die FH-2 mutasie in twee verskillende Suid-Afrikaanse 
gemeenskappe ontstaan het. Pogings om die oorspron"'ike etniese 
agtergrond van die FH-2 heterosigote te bestul.-..er om vas te stel waar die 
pasi~nte inpas in die Kleurlingpatrone wat in Suid-Afrika bestaan, was 
onsuksesvol. Die Sma I RFLP is 'n uitstekende LDL reseptor geen merker 
wat vir haplotipe studies gebruik kan word (Jensen et al., 1994). Die 
frekwensie van hierdie merker is hoog in beide die FH en die kontrole 
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Kleurlingpopulasies (sien afdeling 3.3). Uit die resultate kan bewyse dus 
aangevoer word teen die moontlikheid dat die basispaarverandering wat die 
Sma I setel in die Kleurlinge geskep het, op 'n ou FH-2 mutasie-
geassosieerde haplotipe ontstaan het wat 'n enkele rekombinsie ondergaan 
het. 
Die verskynsel van herhaalde mutasies wat in dieselfde land ontstaan het, 
kan verdu1delik word deur die waarneming dat die enkele basissubstitusie in 
ekson 9 'n gemetlleerde CpG dinukleotied behels (Cooper & Youssoufian, 
1988). Ander mutasies wat onafhanklik ontstaan het in ekson 4 by CpG 
dinukleotiede, in verskillende populasies, sluit ender ander~ in die FH-Frans-
Kanadese-3 mutasie in kodon 207 (GAG-AAG) van ekson 4 (Leitersdorf et 
al. , 1990) en die FH-Puerto Hico mutasie (Hobbs et al. , 1992). Beide 
mutasies is vocrbeelde van transisies by mutasie-geneigde CpG 
dinukleotiede. 
Die FH-2 mutasie is 'n klas 5 mutasie wat beteken dat die LDL reseptore nie 
kan hersirkuleer na die seloppervlakte nie (hersirkulerings-defektiewe 
mutasie). Die dissosiasie van die reseptor en .tie ligand word gemedieer deur 
die EGF homologie gebied, 'n essensi~le gebeurtenis in die hersirkulering van 
die reseptore (Davis et al., 1987b). In die geval van die FH-2 mutasie bereik 
die protelen die seloppervlakte, maar word vinnig gedegradeer (leitersdorf et 
al., 1989). Die FH-2 mutasie veroorsaak aansienlike verhoogde 
cholesterolvlakke en kan dood op 'n redelike jong ouderdom tot gevolg h!. 
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Dit is om hierdie rede dat dit baie belangrik is om die FH-2 pasi~nte 
presimptomaties op te spoor (Defesche, 1993 ; Kotze et al., 1992; 1993). 
Die AIMS-PKR tegniek het 'n vinnige en koste-effektiewe metode daargestel 
om vir die FH-1 , -2 en -3 mutasies te sif. Die spesifisiteit van die reaksie was 
grootliks afhanklik van die temperatuurveranderings gedurende PKR (Kotze 
et al. , ongepubliseerde data). Die 330 bp interne kontrole fragment van 
ekson 4 is by voorkeur geamplifiseer by oligonukleotied-
vas;1egtingstemperature van tussen 60 en 68°C. Dit het daartoe gelei dat die 
285 (FH-1 mutasie-spesifiek) en/of 257 (FH-3 mutasie-spesifiek) bp 
~ragmente swak of glad nie geamplifiseer het nic. Hierdie probleem is 
grootliks opgelos deur die spesifieke temperatuur waarby die voorvoerders 
aan die DNA bind. te verminder na 55°C na die eerste 10 siklusse. 
Byvoeging van gliserol in die PKR (Lu & Negre, 1993) is gevind om die 
amplifikasie van die 285 bp fragment verder te verbeter, terwyl byvoeging van 
'n oormaat van die AIMS-3 voorvoerder die opbrengs van die 257 bp 
fragment verbeter het. Amplifikasie van die 100 bp fragment, spes1fiek vir die 
FH-2 mutasie in ekson 9, het onafhank~ik van die bogenoemde reaksies 
plaasgevind, en die spesifisiteit van die reaksie is verhoog deur 'n bykomende 
misparende nukleotied naby die 3'-kant van die AIMS-2 voorvoerder te 
inkorporeer. Dit is gedoen om vals positiewe resultate te vermy. 
Tetrametielammonium-chloried (Me4NCI) (Ugozzoli & Wallace, 1992) is oak in 
die AIMS-PKR gebruik, aangesien dit die smeltpunt van A-T teenoor G-C 
basispare, wat by voorkeur plaasvind, elimineer. Hierdie verbinding 
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verminder oak die teenwoorrligheid van nie-spesifieke fragmente weens die 
verkeerde binding van voorvoerders. 
'n Verdere voordeel van die AIMS-PKR siftingsmetode is dat pasiente wat 
normaal was vir die FH-1, FH-2 en FH-3 mutasies verder gesif kon word vir 
ander mutasies in eks1Jn 4, deur die interne kontrole produk!e van 330 bp wat 
verkry word in die reaksie, te ondeiwerp aan heterodupleks- en ESKP-
analise. 
4.1.1.2.Sifting vir bekende en onbekende mutasies in ekson 4 
van die LDL reseptor geen deur heterodup/ds-analise 
'n Totaal van 23 FH heterosigote en 156 hiperh~idemiese individue se 330 bp 
interne kontrole fragmente is aan heterodupleks-analise onderwerp. Na 
heterodupleks-analise en DNA volgorde bepaling van die PKR-produktc van 
individue wat heterodupleksbande getoon het, is gevind dat een FH 
heterosigoot 'n 3 bp delesie (Gly197~del, FH-Lithuania) het (Meiner et al., 
1991). Hierdie pasient het 'n totale cholesterolvlak van 14.6 mmol/L gehad, 
wat die hoogste was van al die pasiente in wie daar mutasies opgespoor is. 
Die mutasie kom dus in die FH populasie voor teen 'n persentasie van 4.3%. 
Hierdie sg. FH-Lithuania mutasie is oak in twee hiperlipidemiese individue uit 
'n totaal van 156 (1.28%) waargeneem. Uit die resultate is dit duidelik dat die 
voorkoms van die mutasie hoer is in die FH heterosigote. 
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'n Studie deur Seftel et al. (1989) het getoon dat daar 'n hoe voorkoms van 
FH in Suid-Afrikaanse Jode is. Die FH-Lithuania mutasie kom voor in die 
meerderheid van FH gevalle in Suid-Afrikaanse Jode (Meiner et al., 1991). 
Meiner et al. het gevind dat die mutasie voorkom in 35.2% van die Ashkenazi 
Jode wat hy bestudeer het. Uit genealogiese analise is 'n wAreldwye 
verspreiding van die FH-Lithuania mutasie aangetoon, in kontras met die 
ander LDL reseptor geen stigtermutasies wat al gerapporteer is en wat 
beperk is tot spesifieke geografiese verspreidings. 'n Stigtergeeneffek by die 
Ashkenazi Jode het dus onwaarskynl!k gelyk. 
Die lae persentasie van die FH-Lithuania mutasie in die FH heterosigotiese 
en hiperlipidemiese Kleurlinge wat bestudeer is, maak dit moeilik om te 
voorspel of die resultate verteenwoordigend is van wat verwag kan word ir'! 
ander FH Kleurlingpasiente in Suid-Afrika. Dieselfde verskynsel van lae 
frekwensies van individuele delesies is in 'n groep van 200 FH pasiente deur 
Sun et al. (1992) in Engeland .v:-iargeneem. 
Die genotipes van FH 792, 2631 en 1279, is verenigbaar met die haplotipe 
wat Meiner et al. (1991) gevind het in assosiasie met die 3 bp delesie in Jode, 
nl. Stu I+, Ava II+, en Nco I-. 'n ldentiese mutasie, bekend as FH Piscataway, 
is gerapporteer onder die sg. Dallas versameling van FH homosigote (Hobbs 
et al., 1990). Na karakterisering op sellulAre vlak, is die mutasie 
geklassifiseer as 'n klas 2 mutasie (transport-defektiewe mutasie) (Hobbs et 
al., 1990). Hierdie mutasie lei heel moontlik tot 'n verkeerda vouiing van die 
bindingsgebied van die LDL reseptor a.g.v. die abnormale spasiering tussen 
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gekonserveerde siste·ienresidue. Op hierdie manier kan 'n blokkering van 
1J~rvoer van reseptor-voorvoerdermolekules na die seloppervlakte plaasvind. 
Veelvoudige meganismes is al voorgestel vir die ontstaan var. delesies 
kleiner as 20 bp (Krawczak & Cooper, 1991 ). In 93% van die gene met suli(e 
delesies wat bestudeer is, toon die DNA-volgorde wat betrokke is direkie 
herhalings van 2 tot 8 bp wat 6f die delesie-basisse insluit 6f die basisse 
oorvleuel. In die geval van die 3 bp-delesie in die LDL reseptor geen (FH-
Lithuania), is daar 'n herhalingsvolgorde van TGG-TGG, met die interne GGT 
wat verlore gegaan het. 
In hierdie studie is bevestig dat 'n 10% poli-akrielamiedgel met 'n 1 % 
kruiskoppeling en 15% ureum blyk om optimale toestande te wees vir die 
opspoor van puntmutasies d.m.v. heterodupleks-analise (Peeters & Kotze, in 
druk). Prior et al. (1993) het aangetoon dat die byvoeging van 15% ureum in 
die geloplossing die effektiwiteit van opsporing van mutasies met 
heterodupleks-analise verhoog. Hierdie analise is verder geweldig koste-
effektief, aangesien daar tot drie keer opeenvolgend in dieselfde lane gelaai 
kan word. In 'n onlangse studie [Kotze et al., in druk(1)] is gevind dat 
heterodupleks-analise sensitief genoe1 i~ om beide die enkelbasis-
paarveranderings in die apo B geen wat FD~ 1eroorsaak (lnr!era:ity et al., 
1987; Soria et al., 1989; Pullinger et al., 1993), op te spoor. Hierdie 
benadering kan baie waardevol wees vir differensi~le diagnoses van FH en 
FOB, waar soortgelyke kliniese kenmerke gedeel word. Hierdie metode is 
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ook gebruik om FOB uit te skakel in al die Kleurlinge wat in hierdie studie 
ges1f 1s vir mutasies in die LDL reseptor geen. 
Qie heterodupleksmetode was sensitief genoeg om die FH-1 mutasie op te 
spoor. aangesien 5 individue uit die groep van 66 individue wat vir die eerste 
keer aan mutasie-analise onderwerp is, die FH-1 mutasie getoon het. 
4.1.1.3.S(fting van ekson 4 van die LDL reseptor geen vir 
onbekende mutasies met die enkelstring-kon/ormasie-
po/imorfisme-metode (ESKP) 
ESKP migrasie-patrone is waargeneem in een FH heterosigoot (FH 333) 
(4.5%) uit 22 FH heterosigote waarvan PKR-produkte (3'-kant van ekson 4) 
aan ESKP-analise onderwerp is. 
Die nuwe mutasie, nl. FH-Tygerberg, behels 'n puntmutasie by nukleotied 671 
m ekson 4 van die LDL reseptor geen Die nukleotiedverandering lei tot die 
vervanging van die aminosuur aspartiensuur met die aminosuur alanien. Die 
mutasie het nie plaasgevind b)' 'n CpG dinukleotied nie. Aangesien die 
mutasie 'n snyplek skep vir die I !:ie 111 restriksie-endonuklease, kan daar in 
die toekoms sonder moeite vir hif.mi ;.~ mutasie gesif word. 
Die FH-Tygerberg mutasie het p1.1asge ·r.d in die hoogs gekonserveerde apo 
E/apo ~ herhaling 5 van die ligan·~ · · <.Ur;sgebied. Hierdie gebied is soos 
reeds bespreek, uniek onder die sewe li1~andbindende herhalings deurdat die 
struktuur daarvan benodig word vir rlie binJ 1g van beide die reseptor se 
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ligande. Die nuwe mutasie kan dus verwag word om 'n klas 2 mutasie 
(transport-defektiewe mutasie) te wees, heel moontlik deurdat dit 'n 
negatiewe invloed het op die vorming van disulfiedbindings. Op die manier 
kan die korrekte vouiing van die reseptorprotei'en gedurende sintese in die 
endoplasmiese retikulum nie plaasvind nie (Hobbs et al., 1992). 
Die familie van FH 333 kon ongelukkig nie opgespoor word nie en dus kon 
segregasie studies, om te kyk of die mutasie saam met die FH fenotipe 
oorerf, nie uitgevoer word nie. 
Die ESKP tegniek is gebruik om te sif vir onbekende mutasies in Kleurling FH 
pasi~nte en hiperlipidemese Kleurlinge wat reeds gesif is vir FH-Afrikaner 
mutasies en heterodupleksbande. Die FH-Tygerberg mutasie is nie 
waargeneem op die heterodupleksgels nie, maar wel op die ESKP gels. Dit 
is 'n aar.duiding van die spesifieke toestande waaronder sekere mutasies 
gevisualiseer word. Bewyse hiervoor I~ in die waameming dat die mutasie 
sigbaar was met die insluiting van 10% en 7.5% ureum in die ESKP gels (of 
met die uitlating van ureum), maar toe 15% ureum ingesluit is, kon geen 
ESKP-patrone waargeneem word nie. Ureum wat teen 'n persentasie van 
15% ingesluit word, en moontlik hoer, blyk om die vorming van die abnormale 
enkelstring se kenmerkende ESKP-patroon te onderdruk. Die temperatuur is 
ook 'n belangrike faktor, aangesie11 die ESKP gels wat teen 15°C, in 
teenstelling met 4-8°C geelektroforeer is, geen ESKP-patrone by FH 333 (FH-
Tygerberg mutasie) getoon het nie. 
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Die 1 % kruiskoppe1ing is gekies vir beide heterodupleks- en ESKP-analise, 
aangesien dit bekend is dat komplementere enkelstringe beter geskei word in 
gels met lae kruiskoppeling (Maxam & Gilbert, 1980). 'n Gel wat 'n lae % 
kruiskoppeling het is sagter, het groter poriegroottes en blyk om meer 
sensitief te wees vir opspoor van konformasies as gels met 'n ho~r % 
kruiskoppeling (Hayashi, 1991) In die ESKP-analise word gels met 1 tot 2 % 
kruiskoppeling en 5 tot 6 % totale akrielamied algemean gebruik (Mashiyama 
etal., 1990). 
Op hierdie stadium is dit nog nie bekend waarom 'n aantal van vier individue 
op 'n 2.5 % kruiskoppeling gel vals ESKP-patrone getoon het nie. DNA 
volgorde bepaling van die PKR-produkte van hierdie FH pasiente het bevestig 
dat die individue geen nukleotiedveranderings in ekson 4 gehad het nie. 
Dit is interessant om waar te neem dat die FH-1, FH-Tygerberg en FH-
Lithuania mutasies naby gelee aan mekaar is in 'n besoP.der mutasie-ryke 
gedeelte van ekson 4, nl. vanaf kodon 197 tot by kodon 207 waar 10 van die 
24 mutasies, beskryf tot en met 1992, in ekson 4 voorkom. Die ander 14 
beskryfde mutasies in ekson 4 strek van kodon 88 tot by kodon 187. 
Ses uit die 31 FH heterosigote het mutasies getoon wat in ekson 4 
gelokaliseer kon word. Die oorblywende FH heterosigote (21 individue) se 
FH-geassoieerde mutasies is waarskynlik in die ander eksons of die 
promotorstreek van die LDL reseptor geen gelee. 
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In elke geval waar verskeie pasiente met dieselfde mutasie in ekson 4 
ge'identifiseer is, is 'n wye reeks van biochemiese en kliniese uitdrukking van 
die mutante allelle waargeneem. Aangesien daar 'n klein aar.tal individue 
betrokke is, is dit moeilik om 'n duidelike verwantskap tussen 'n spesifieke 
mutasie en die biochemiese en kliniese parameters aan te toon. Dit sal egter 
moontlik word soos meer Kleurlingpasiente met gedefinieerde mutasies in die 
LDL reseptor geen ge'identifiseer word. Al die effekte wat 'n puntmutasie op 
reseptorfunksionering het, kan nie gekoppel word aan die spesifieke gebied 
waarin die aminosuursubstitusie plaasgevind het nie, want sommige mutasies 
kan meer ekstensiewe skade aanrig, moontlik deur die interaksie tussen 
reseptorgebiede of tussen twee LDL reseptor molekules te be'invloed (Soutar 
et al. , 1989). 
,,J.l.".Sifting vir die 2.5 kb delesie van ekson 7-8 in die LDL 
reseptor geen 
'n 2.5 kb delesie wat eksons 7 en 8 van die LDL reseptor geen insluit, is die 
eerste keer beskryf in twee FH homosigotiese Kleurlingpasiente van 
gemengde oorsprong (Henderson et al. , 1988). Tydens die haplotipe anaH~e 
studie is slegs een haplotipe in assosiasie met die delesie gevind. Die twee 
homosigotiese pasiente .vas homo-allelies vir al die RFLP's wat spesifiek 
geassosieer is met die 2.5 kb delesie (Henderson et al., 1988). 
Die ongewone hoe frekwe1;sie van die 2.5 kb delesie (FH-Cape Town-2) in 
FH pasiente van die Nede..:ande, is volgens Defesche (1993) 'n aanduiding 
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dat die mutasie in die Nederlande ontstaan het en na ander dele van die 
wereld soos Suid-Afrika oorgedra is deur vroee Hollandse setlaars. Hierdie 
delesie was verder be~erk tot sekere areas van die Nederlande, aangesien al 
die FH pasiente met hierdie mutasie in die suidwestelike deel van die 
Nederlande gewoori het of hulle oorsprong daar gehad het. 
Sifting van 10 FH .. eterosigote en 16 hiperlipidemiese Kleurlinge vir die 2.5 kb 
d ~lesi~ d.m.v. die Southem-kladtegniek het geen individu met die mutasie 
aangetoon nie. Die rede waarom geen pasient met hierdie mutasie gevind is 
nie, kan waarskynlik toegeskryf word aan die klein studie-populasie en/of dat 
die frekwensie van die mutasie baie laag is in die Kleurlingpopulasie. 
4.1.2. RFLP studie 
Die RFLP studie is uitgevoe·: om te probeer vasstel of daar 'n ander ·~ .gemene 
FH-verwante mutasie(s) teenwoordig is in die LDL reseptor geen v1at nie 
aangetoori kan word met die mutasie-analise nie en waarvoor daar in 
toekomstige studies gesif moet word. 
4.1.2.1. Die bepaling van RFLP genotipes en 
alleelfrekwensiis in die FH en kontrole populasies 
Restriksie-fragment-lengte-polimcrfismes (Rt=LP's) c. '1tstaan deur basis-
paarveranderings, insersies, delesies of herrangskikkin1s van DNA-fragmente 
wat ver;kille veroorsaak in die 1engtes van spesifieke ~estriksie-endonu1dease 
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fragmente Hierc:;e veranderings word waargeneem op agarose gels as 
bande wat op versl<.illende posisies migreer. 
Nadat vier DNA po!imorfismes in die mens LDL reseptor geen in 21 nie-
verw:-inte Kleurling kontroles en 17 nie-verwante FH heterosigote ondersoek 
is, en die a~leelfrekwensies tussen die twee populasies vergelyk ;~. il=; gevind 
dat daa: 'n statisties beduidende verhoging van die skaars alleel van die Ava 
II po1!mor1isme in die FH populasie is. -ii~rdie situasie was die omgekeerde 
van wat in die Afrikanerpopulasie waargeneem is waar daar 'n statistiese 
bedutdende toename in die algemene alleel van die Ava II RFLP was in die 
FH groep (Kotze et al., 1989a). In die Kleurlingpopulasie kom die 
aanwesigheid van die snypt,:. dus meer dikwels voor in die FH groep as in 
die kontroles. Dit stet voor dat in die Kleurling FH populasie van hierdie 
studie 'n mutasif'~ op 'n chromosoom met die skaarser alleel an die Ava II 
RFLP plaasgev1nd het wat 'n belangrikt"\ bydrae lewer tot mutasies wat FH 
veroorsaak in hierdie groep. Die verho~1ing in die skaars alleel van die Ava II 
polimortisme kc1n dus moontlik toegeskryf word aan selektiewe voordeel, 
genetiese drywing geassosieer met die effekte van migrasie of die feit dat die 
studie-populasie klein was. Die moontlikheid bestaan egter ook dat meer as 
een mutasie met die skaars Ava II alleel geassosieer is. Hulle kan dus ook 'n 
algemene haplotipe deel. 
Die vier RFLP's wi=\t vir hierdie studie gekies is, kon nie gebruik word om te 
bepaal of hulle bruikbaar is as kosegregasie merkers vir die diagnose in 
families met FH nie, aangesien families nie beskikbaar was nie. 
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Die Stu I RFLP is die eerste keer gerapporteer in die Suid-Afrikaanse 
populasie (Kotze et al., 1986) waar die frekwensie var. die algemene alleel 
gevind is om 0.92 te wees. wat nie bare verskil van die frekwensie wat in 
hierdie studie waargeneem is nie. Die Nco I RFLP is ook gerapporteer in die 
Suid-Afrikaanse blankes (Kotze et al., 1987b) waar die irP.kwensie van die 
algemene alleel 0.67 is in vergelyking met 0.8 in die ~:leurlingpopulasie. 
Jensen et al. (1994) het 'n alleelfrekwensie van 0.!565 g;;mr.porteer vir die 
Sma I+ alleel, waar die frekwensie van hierdie alleel 0.79 in die 
Kleurlingpopulasie is. Hobbs et al. (1987) het die volgende alleelfrekwensies 
vir die Ava II polimorfisme gerapporteer, nl. 0.56 vir die algemene alleel en 
0.44 vir die skaars alleel. Hierdie waarnemings verskil van dit wat in die 
Kleurlingpopulasie waargeneem i•. wat betref die Ava II polimorfisme, 
aangesien die frekwensie van die skaars alleel 0.21 is en die van die 
algemene alleel 0.79. Hierdie verskille in alleelfrekwensies tussen die 
verskillende populasies kan toegeskryf word aan vert;kille in genetiese 
agtergrond of aan die klein getalle wat geanaliseer is. 
Koppelingsdisekwilibrium is waargeneem tussen die vier polimorfiese setels 
by die LDL reseptor lokus Dit blyk uit die waarneming dat slegs 13 uit die 
moontlike 256 (44) genotipes in die FH en kontrole populasies waargeneem 
is. Hierdie be' rnding is in lyn met RFLP studies in dle LDL reseptor geen 
waar koppelin~isdisekwilibrium ook oor kort :nstar.de aangetoon is (Kotze et 
al., 1989a). Die vernaamste rede vir die koppelingsdisekwilibrium blyk te 
wees dat die polimorfiese setels naby aan mekaar gekoppel is. 
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4.1.2.2.Die beukening ''ar. heterosigositeit (H) en 
polimorjiest informasie inlwud (PIT) 
In t::e;rHP, stJdie is gevind dat die individuele RFLP setels redelik polimorfies 
iH P~e:at ""' Stt:"~<.;oc;igosite:t~ ""at wissel tussen 29.4% en 41.2% vir die FH 
populas1t.: (ur·mirltie!de: 28%) en 38% en 43% vir die kontrole populasie 
(gemiddelde: 35.6%). Die Stu I sutet het die laayst.,, vlak van polimorfisme 
getoon in beide die FH en kontrole populasies. Oie waargenome 
heterosigositeit vir die Sma I RFLP was 41 .17% in die FH p1puiasie en 42.8% 
in die kontrole populasie. Je11sen et al. (1994) het 'n heterosigositeit van 
41 .9% en 53% ger..-:pportecr \i:r ondcrsk~idelik die FH en nie-FH individue en 
hierdie polimorfisme as ho!Jg{; informatief beskou in genetiese studies. In die 
Kleurlingpopulasie k 1n diC? Sma setel dus op grond van 
heterosigositeitswaardes as die informatiefsle van die vier sete1s beskou 
word. Die Stu I setel was die mmrte informatiet Die vc.lgorde van 
informatiwiteit (hoog na laag) in die Kleurhngpopuiasie, geba~e~r cp 
heterosigositeitswaardes is dus: Sma I, Ava II, Nco I en faastens 8tt.: I. 
Skolnicl< et al. (1984) het 'n opsomming gegee van die bekende 
polimorfismes en die verspreiding van Pit waardes van die RFLP's 
aangetoon. Dit wil voorkom of die verspreiding van Pit waardes van RFLP's 
dieselfde is as klassieke markers se Pll-verspreiding (Botstein et al., 1980). 
Volgens Botstein et al. (1980) is Pit waardes grater as 0.5 hoogs info1matief, 
waardes tussen 0.5 en 0.25 redelik informatief en waardes kleiner as 0.25 
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min inforrnatief in koppelingstudies. Die FH populasie het meer informatiwiteit 
getoon as die kontrole populasie met ho~r Pll waardes. Albei groepe se Pll 
waardes was egter redelik informatief, behalwe in die geval van die Stu I 
polimorftsme waar 'n Pll waarde van 0.16 in die kontrole populasie en 0.056 
tn die FH populasie waargeneem is. Die Pll waardes van die Stu I 
polimorftsme bevestig die lae informatiwiteit wat afgelei kon word uit die 
heterosigositeitswaardes. 
Die nadeel van twee-alleel lokusse is dat Pll waardes van ho~r as 0.375 nie 
bereik kan word nie (dit is met frekwens1e van 0.5). Die informatiwiteit van 
R.FLP setels in genetiese studies is dus alleen nie hoog genoeg nie. Dit is 
egter moontlik om die informatiwiteit te verhoog deur hoogs polimorftese 
setels soos mikrosatellietloki by die studies te betrek . 
.f.J.1.3. Die identijikasit l'an 'n 478 bp delesie in ekson 18 van 
die LDL reseptor gun 
Van die 45 groat delesies en msersies wat in die LDL reseptor geen 
gerapporteer is teen 1992 (Hobbs et at., 19fl2) is die DNA-volgorde by die 
breekpunte in 10 bepaal. Nege het 'n herhalende volgorde van die Alu familie 
b~' een of beide van die breekpunte gehad. Voorbeelde van sulke mutasies 
sluit twee delesies en een duplikasie in soos beskryf deur Lehrman et al. 
(1986; 1987a; 1987b) waar daar in twee gevalle twee Alu volgordes betrokke 
was: Die 7 .8 kb delesie het ontstaan na rekombinasie tussen twee Alu 
herhalende volgordes, een in intron 15 en die ander m ekson 18. By die 5 kb 
Stellenbosch University  https://scholar.sun.ac.za
125 
delesie was daar 'n Alu volgorde in intron 15 betrokke. Die duplikasie van 
eksons 2-8 het ontstaan na 'n ongelyke oorkruising tussen homolo~ Alu 
volgordes in intron 1 en intron 8. Helen Hobbs het in 1986 'n delesie wat 
ekson 5 verwyder, gerapporteer. Hierdie delesie het ontstaan a.g.v. homolo~ 
rekombinasie tussen herhalende Alu volgordes in intron 4 en in intron 5. 'n 
Oelesie van 4 kb wat ontstaan het tussen twee Alu herhalende volgordes wat 
in dieselfde ori~ntasie is, een in intron 12 en die ander een in intron 14, is 
deur Horsthemke et al. (1987) gerapporteer. Hierdie delesie het ontstaan na 
'n ongelyke oorkruising wat tussen twee homoloe chromosome plaasgevind 
het tydans meiose. 
Mees algemeen word die twee Alu herhalings wat betrokke is by die 
rekombinasie in dieselfde orientasie aangetref (Hobbs et al. , 1990). In hierdie 
gevalle word daar aangeneem dat homologie tussen die Alu volgordes lei tot 
'n misparing van chromosoom 19 chromatiede gedurende meiose, gevolg 
rJeur 'n ongelyke oorkruising wat die volgordes tussenin uitsny. 
Alu herhalings is die vernaamste "middel herhalende " DNA volgordes in 
soogdiere. Hulle word onderskei van ander herhalende volgordes deurdat 
hulle substrate is vir die Alu I restriksie-endonuklease en dit is om hierdie 
rede dat hulle algemeen as A/u-agtige elemente bekend staan. Hierdie 
volgordes is verspre1 oor al die chromosornt? en Imm gewoonlik voor in die 
intergenies :streke en in introns (Jelinek & 3r.:·w:.'1, 1"1i2), maar ook soms in 
die koderende gedeeltes soos in die geval va11 die LDL. reseptor geen. Deur 
klonering en volgorde bepaling van veelvoudige lede van die Alu familie, het 
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Deininger et al. (1981) 'n konsensusvolgorde afgelei vir 'n tip t- A.lu 
herhaling. Elke Alu volgorde is min of meer 300 bp lank en word saamgestel 
uit twee tandemherhalings waarna verwys word as die linkerarm en 
regterarm, respektiewelik. Die subeenhede het 'n ho~ G+C inhoud en word 
aan mekaar gekoppel met 'n adenienryke koppelstuk. Die volgorde eindig 
gewoonlik met 'n poli-geadenileerde stert. 
Dit blyk dat Alu volgordes dikwels direkte herhalings aan weerskante van 
hulle volgordes het. Uit 'n vergelyking van die strukture wat negA verskillende 
Alu of A/u-agtige volgordes van drie verskiltende soogdierspesies omring, het 
Jelinek en Schmid (1982) waargeneem dat die direkte herhalings tussen 7 en 
20 bp lank kan wees. Hierdie herhalings is nie gekonserveerd tussen 
verskillende Alu familie-lede nie, maar is uniek aan elke Alu volgorde. 
Die nukleotiedvolgorde van die gekloneerde cDNA van die LDL reseptor geen 
dui aan dat die cDNA drie kopiee van 'n Alu herhalende volgorde besit 
(Yamamoto et al. , 1984). Die eerste Alu volgorde (nukleotiede 3704-3990) 
besit al die strukturele kenmerke van die Alu konsensusvolgorde, naamlik 
twee nie-perfekte direkte herhalings wat aan weerskante van die Alu 
herhaling voorkom (13 van die 15 nukleotiede is identies), linkerkantse en 
regterkantse monomeriese eenhede wat 89% en 84% ooreenstemming met 
die konsensus Alu volgorde respektiewelik toon en 'n A-ryke opeenvolging 
aan die einde. Die t°'Nec:tti; /~ •' 1 volgorde (nukleotied 4049-4164) is 'n verkorte 
5'-weergawe van die mgterkantse monomeriese eenheid van die 
konsensusvolgorde. Die derde Alu herhaling in die LDL reseptor mRNA 
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(nukleotiede 4283-4465) is saamgestel uit linker- en regterkantse 
monomeriese eenhede wat 70% en 87% ooreenstemming respektiewelik 
toon met die konsensusvolgorde. Die derde Alu herhaling blyk om nie direkte 
herhalings aan weerskante van die Alu herhaling te h6 nie. Dit het wel 'n A-
ryke opeenvolging aan die 3'-kant. 
In hierdie studie is 'n delesie van 478 bp waargeneem in ekson 18 van een 
Kleurling FH heterosigoot. By die eerste en derde Alu volgordes, wat direk 
betrokke is by die vorming van die waargenome delesie, is daar by elkeen 'n 
identiese nukleotiedvolgorde van 34 bp in die linkerarms. Dit is hierdie 
nukleotiedvolgordes wat waarskynlik 'n sentrale rol gespeel het in die 
meganisme van die ontstaan van die delesie, aangesien homoloe 
rekombinasie ttJssen die twee direkte herhalings kon plaasgevind het. 
Hierdie delesie het plaasgevind in die 3'-gedeelte van ekson 18 van die LDL 
reseptor geen waar transkripsie plaasvind, maar nie translasie nie. Die 
abnormale gedeelte van die mRNA wat geproduseer word, word dus nie 
getransleer nie, en daar kan dus gespekuleer word dat hierdie delesie nie 
abnormale reseptore tot gevolg sal h6 nie. 
Die 478 bp delesie is nie waargeneem in 21 kontrole individue wat 
geanaliseer is vir die Nco I RFLP nie, maar is wel in een FH-1 heterosigoot 
aangetoon na sifting van 50 hipercholesterolemiese Kleurlinge. Die FH-1 
heterosigoot se lipiedwaardes het aangedui dat die pasient se fenotipe aan 
die FH-1 mutasie te wyte is. Dit blyk dus onwaarskynlik te wees dat die 478 
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bp delesie 'n skadelike mutasie is wat FH veroorsaak in hierdie twee 
pasi~nte , en daarom word dit beskou as 'n skaars variant. 
In die meeste gevalle kan voorspel word dat die teenwoord!gheid van 'n Alu 
volgorde in 'n transkribeerbare gedeelte sal lei tot vroe~ terminasie, 
aangesien die element verskeie stopkodons, veral in die sin-ori~ntasie , besit 
(Die sin-ori~ntasie heers as die poli-geadenileerde stert stroom-af i~ wat 
betref die rigting van transkripsie) (Makalowski et al., 1994). Die groot aa11tal 
Alu volgordes in die mens genoom (910 000 kopieE!, Hwu et al. , 1986) en die 
feit dat hierdie volgordes in mRNA getranskribeer word, het die idee laat 
ontstaan dat hierdie volgordes kan dien as setels vir genoom 
herrangskikkings (Britton et al., 1988). 
4.1.3. TA herhalcnde volgorde polimorftSme studie 
Die prosf:ldure vir die genotipering van die TA polimorfiese merker in ekson 
18 (Zuliani & Hobbs, 1990) was vinnig, aangesien dit essensieel slegs twee 
stappe behels het, nl. amplifikasie en elektroforese. Verder is so min as 10 
ng genomiese DNA voldoende vir roetine ganotipering (Weber & May, 1989). 
'n Polimorfiese informasie inhoud (Pll) waarde van 0.7 beteken dat 'n 
mikrosatelliet hoogs polimorfies is en dat 50% van families in 
koppelingstudies informatief sal wees. In so 'n geval is die ouers dikwels 
heterosigoties by die mikrosate!lietlokus en kan die segregasie van die allele 
sander probleme in die nageslag gevolg word. Die Pll waardes van die 
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kontrole populasie en die FH populasie was onderskeidelik 0.36 en 0.44. Die 
TA herhalende :okus is dus redelik informatief. Die informatiwitiet kan 
moontlik verhoog word deur die RFLP setels, veral die Sma I setel, met die 
TA herhalende lokus te kombineer in genetiese koppelingstudies. 
Teoreties moet elke alleel van die teiken mikrosatellietopeenvol~ ing 'n enkele 
band op die denaturerende gel vorm na elektroforese van die PKR-produkte. 
Selfs in gevalle waar die voorvoerders slegs aan die teikenvolgorde 
hibridiseer, gee die PKR van rnikrosatelliete gewoonlik aanleiding tot "ekstra 
bande". Orie meganismes is voorgestel om hierdie verskynsel te verklaar: 
Die eerste twee meganismes het slegs te doen met gevalle waar die produkte 
intern radio-aktief gemerk word. Die derde meganisme word veral aangetref 
in gevalle waar 'n enkele 5'-eindgemerkte voorvoerder gebruik is soos in 
hie:-die studie. Dit gee aan!eiding tot 'n leer van ekstra bande met 'n twee-
nukleotied-spasi~ring . Die eenvoudigste manier om hierdie tipe variasie te 
verduidelik ic: •.:!at die polim~rase ensiem "stotter" by die mikrosatellietlokus 
gedurend•.: PKR. 'n Adcisionele faktor wat aanleiding kan gee tot die vorming 
van ekstr2 band£? is die gebr:Jik van ou gemerkte voorvoerders of PKR-
prcdui<:te ".'.1 die beste resultate moet gemerkte voorvoerders binne 2-3 dae 
il :'3 die kinase-reaksie uitgevoer is, gebruik word, terwyl die PKR-produkte 1-2 
dae na s:ntese geelektroforecr behoort te word. 
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4. 2. Toekomsvooruitsigte 
Sifting vir die FH Afrikaner-1 en -2, en FH Lithuania mutasies gaan in 'n grater 
Kleurling FH populasie uitgevoer word om die frekwensies van die mutasies 
in die Kleurlingpopulasie akkuraat te bepaal. In 'n grater FH studie-populasie 
sal die moontlike voorku1ns van die FH-3 muta~ie in die Kleurlingpopulasie 
ook na vore kom. 
Die effek wat die FH-Tygerberg mutasie (FH 333) het op die LDL reseptor 
fenotipe kan bepaal word in velfibrobtaste van die pasient wat in kultuur 
aangekweek moet word om vas te stet of normale binding en metabolisering 
van LDL plaasvind. Setet-spesifieke mutagenese van die mutasie sat 'n 
bewys kan lewer dat die basisverandering wet FH veroorsaak en nie net 'n 
gea~sosieerde polimorfisme is wat saam met die siekte oorgeerf word nie. 
Die voorkoms van die FH-Tygerberg mutasie moet oak akkLJraat bepaat word 
deur verdere sifting van hiperlipidemiese Kleurtinge vir hierdie mutasie. 
Sifting kan uitgevoer word deur spesifieke PKR-produkte met die Hae Ill 
restriksie-endonuklease te verteer. 
Wat betref sifting vir die 2.5 kb delesie van eksons 7-8, is die eerste priorite;t 
om 'n grater FH Kleurling studie-poputasie te sif, sodat die frekwensie van die 
mutasie in die Kteurlingpopulasie akkuraat bepaal kan word. Aangesien die 
gebruik van radio-aktiewe isotope in standaard Southern-kladtegnieke 
gevaartik en duur is, word beplan om meer van nie-radio-aktiewe merking van 
peilfragmente gebruik te maak in toekomstige studies. 'n Verdere ops1e wat 
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opgevolg gaan wor.i is die gebruik van die PKR om FH pasi~nte te ondersoek 
vir die teenwoordigheid van die 2.5 kb delesie. 'n Probleem wat voorsien 
word met die PKR-analise is die PKR se onvermoe om fragmente van langer 
as 3 kb te amplifiseer (Schwarz et al. , 1990). Om hierdie beperking te 
oorkom gaan 4 moontlikhede uitgetoets word: (a) Ponce et al. (1992) het 
gerapporteer dat suksesvolle amplifikasie van DNA-segmen\e van tct 6 kb 
u1tgevoer kan word deur gebruik te maak van die sg. Tricine buffer. Hierdie 
buffer is reeds met sukses gebruik om die 915 bp fragment van ekson 18 te 
amplifiseer, in teenstelling met PKR met buffers van ander fabrikate wat 
onsuksesvol was om ekson 18 te amplifiseer. (b) Schwarz et al. (1990) het 
gevind dat 3 kb en 6.5 kb fragment~:. afsonderlik, suksesvol geamplisiseer 
kan word deur van die "gene 32 protein" van faag T4, wat T4 DNA-
polimerase aktiwiteit en akkuraatheid verhoog (Topal & Sinha, 1983), gebruik 
te maak. (c) Die sg. "Taq extender PCR additive" (Nielson et al. , 1994) is 'n 
verbinding wat ontwerp is om die lengte, opbrengs en betroubaarheid van 
PKR-produkte te verbeter deur die effektiwiteit van templaatver1enging deur 
Taq DNA-polimerase te verhoog. Dit is aangetoon dat hierdie verbinding 
moontlik PKR-amplifikasie van moeilike template kan verbeter en dat die 
opbrengs van template wat tot 10 kb lank is verhoog kan word. (d) Die 
gebruik van oligonukleotiedvoorvoerders nader aan die delesie-breekpunte 
kan inligting verskaf wat gebruik kan word vir die sintese van voorvoerders 
waarmee daar moontlik met meer sukses geamplifiseer kan word. 
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Die 21 kontrole individue wat tyde:ts die RFLP-studie ondersoek is vir die Nco 
I polimorfisme in ekson 18, asook 'n verdere 50 hiperlipidemiese individue wat 
vir die 478 bp delesie in ekson 18 gesif is, het nie die delesie getoon nie 
Daar word beplan om 'n groter aantal normocholesterolemiese en 
hiperlipidemiese individue te sit vir die dele:;ie. Genealogiese en haplotipc 
studies moet uitgevoer word om vas te stel of FH 231 , by wie die 478 bp 
delesie ge·adentiftseer is en FH 1333 met beide die 478 bp deles·e en die FH-
1 mutas1e, 'n gemeenskaplike voorouer het. Direkte DNA volgorde bepaling 
moet urtgevoer word om te bevestig c4~t FH 1333 dieselfde delesie as FH 231 
het. Haplotipe en familie-studie: word beplan om vas te stel wc.t die delesie 
oorsprong is. 
Daar word beplan om beide RFLP en TA herhalende studies uit te voer met 'n 
grater aantal FH heterosigote en kontrole individue onderskeidelik. Verdere 
haplotipe analise en reseptorbindingstudies meet uitgevoer word om die 
voorspelling te bevestig dat 'n groot proporsie van pasiente, wat die 
defektiewe LDL reseptor geen het wat geassosieer is met die skaars Ava II 
alleel, 'n algemene mutasie het en 'n haplotipe deel. Aangesien mutasics by 
'n spesifieke lokus gewoonlik gekoppel is aan spesifteke haplotipes sal die 
volgende stap die karaktensering van die mutasies g~koppel aan die 
haplotipes wees. F~miliestudies moet uitgevoer word om akkuraat vas te stel 
hoeveel van die 16 moontlike (24 ) haplotip"·s in die FH populasie voorkom. 
Sodoende kan die frekwensie van spesifteke haplotipes bepaal word. 
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In popu1asies waar meer as 75% van FH gevalle toege:skryf kan word aan die 
teenwoordigheid van een of 'n paar LDL reseptor geen mutasie&, 1s die 
molekulere diagnostiese dienste reeds goed gevestig. Vocrb~elde siuit in die 
Su1d·Afrikaanse Afrikaners en die Finlandse populasie (Aalto-Setala et a!., 
198G; Kotze et al. , 19&1) Om hierdie rede word beplan om eksons 1-18 
deeglik te ondersoek vir verdere mutasies en polimorfismes in die 
Kleurlingpopulasie, aangesien slegs 35% van FH gevalle in hierdie studie 
toeges'·ryf kon wo1 ..: aan C:ie opgespoorde mutasies. W;.1nneer die spektrum 
van geenmutasies wat onder!;ggend is aan monogeniese 
hiperchole::;terolemie in die Kleurlingpasiente van Suid-Afrika bekend is, kan 
mL1ltipleks-PKR-sifting metodes ontwikkel word om DNA-diagnose van FH 
koste-eff·;ktief uit te voer. 
AlhoeNel daar sukse~ oeh31I is met die mutasie-sifting deur van die 
enkelstr!n~· konformasie-polimorf1sm£::- en heterodupleks-metodes a1.;onder1ik 
gebruik te maak, gaan daar gepoug word om geltoestande te 011twerp waarop 
daar vir b~ide ab1101mole (.nkelstiing- en heterodupleksba.1dpatrone gelyk 
gesif kan word . 'n 1 % kruis!(Op~·plh1g sci nog steeds in die gels ge)'nkorpore(;r 
\/Ord lndien bestaande :.:P.nsitiewe siftinr-stegniekc: socs DGGE en CCM, wat 
beide 'n geskatte opsporing vctn mutnsies van nalJy aan 100% h3t, meer 
koste-effektief en makliker toepasba;.ir gemaak word, sal v?r1 hierdie tegniekc 
ook gebruik gemr.ak word in toe!<omstige studies. 
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5. GEVOLGTREKKINGS 
Die dcel van van hierdie studie was onder andere die sifting van die 
Kleurlingpopulasie vir die FH Afrikaner-1, -2 en -3 mutasies, wat in die 
Afrikanerpopulasie ge~amentlik verantwoordelik 1s vir ongeveer 90% van FH 
gevalle, om die voorkoms van hierdie m•Jtasies in die Kleurlinge le bepaal 
Hierdie sifting is suksesvol met die AIMS-PKR uitgevoer en gee 'n aanduiding 
van die versprt::iding van hierdie mutasies in die Kleurlinge. Die AIMS-PKR 
metode was dus 'n vinnige en betroubare metode om te gebruik in hierdie 
sifting. Die FH-1 en FH-2 mutasies 1s waargeneem in 26% van die f H 
heterosigote wat getoets is. Die lae voorkc.ims van die mutasies kan die 
gevolg wees van die klein siftingspopulas1e (31 individue). Die FH-1 mutasie, 
wat in 60% van Afrikc::ners met FH voorkom, het 'n grater kans vir oordrag 
tussen die At;ikaners on die Kle1Jrlinge as die ander twee FH-
Afrikar.ermut2s!cs Haplotipe analise h~t aangedu1 dat hierdie o11utasie 6f 
vanaf diP. A.frikane1 s na die Kleurlinge oorgedra is, 6f vanaf Britse voorouers 
dire'< na die Kleurlinge. BeicJe van hiardie moontlikhcde kon egter 
plaasgevir:d het. Die fEtt dat die Frl-1 mutasie uok in die liiperlipidemiese 
grr>ep aangetref is, bevestig ock dat kliniese identif:kasie van FH nie 'n 
betroubare diagnostiese metode voorsien nie. Die FH-2 mutasie se 
voorkoms is heelterr.~I binne perke van wat verwag kan word, aanges,en 
h,:;rd,e ri;utHsie waarsky'illk ondfhanklik ontstaan het soos aangetoon deur 
die haµlotipe analise. Die teit dat die FH-3 mutasie glad me ges1en 1s nie, kan 
Stellenbosch University  https://scholar.sun.ac.za
135 
toegeskryf word aan die mutasie se lae voorkoms in die Afrikaners, sodat die 
kans kleiner is vir hierdie mutasie om oorgedra te word. 
Die 3 bp delesie (FH-Lithuania) en 'n nuwe mutasie wat nog nie voorheen 
beskryf is nie:-, nl. die FH-Tygerberg mutasie, is in ondcrskeidelik 4.3% en 
4.5% van die FH heterosi1::ote gevind. Die FH-lithuania mutasie het sy 
oorsprong in die Ashkenazi Jode van Lithuania en die haplotipe analise wat in 
hierdie .>tudie uitgevoer is, het daarop gedui dat die Kleurlinge moontlik 
hierdie mutas1e vanaf die Jade in Suid-Afrika kon oorgeerf het. Die FH-
Tygerberg mutasie het heel moontlik sy ontstaan in Suid-Afrika gc 'lad, omdat 
daar nag nie voorheen so 'n mutasie beskryf is nie. l)aar .vord olnerneen 
a:-ngeneem dat 'n nuwe mutasie soos die FH-Tygerberg mutasie baie meer 
onlangs plaasgevind het as die algemene klein variasies in die DNA-
opeenvolging wat genetiese polimorfismes !aat ontstaan (Orkin & Kazazian, 
1984). 
In 31 FH heterosigote het LDL reseptor mutasies dus 35% van die FH gevalle 
verklaar. Dit ben:Jdruk die feit dat die meerderhied van mut~sies wat FH in 
die Kle1..rlinge veroorsaak neg onbekend is en dalk moontlik in die ander 
eksons van die geen gelee is. Hierdie voorkomsbepalingstudie3 kan as 'n 
basis beskou J'lord vir verdere studies met 'n grater FH populasie om die 
aanvanklike aanduidings te bevestig. Die opgespoorde mutasies is egter 
·eeds kandidate vir 'n molekul~re disns vir die Kleurlinge. 'n Diagnostiese 
diens kan reeds aangebied word vir die Kleurlinge, deur van die AIMS-PKR 
metode gebruii< te maak om te sit vir die FH-Afrikam:r mutasies en Jie FH-
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Lithuania mutasie deur heterod•Jpleks-anaii~e van die interne kontrole ekson 
4 PKR-produkte. Die FH-Tygerberg muta .. re kan vinmg gediagnoseer word 
met PKR en restriksie-endonuklease vertering van die interne kontrole 
fragment deur van die Hae Ill restriksie-endonukleas~ gebruik te maak, of kan 
ook toekomstig ingesluit word in die AIMS-PKR. 
Aangesien kliniese varieerbaarheid tussen FH heterosigote rnet dieselfde FH-
geassosieerde mutasie waargeneem is, veral W3t betr&f totale 
cholesterolvlakke, is dit 'n aanduiding dat molekulere diagnose in die Kleurling 
FH populasie 'n beter diagnose van FH kan voorsien. 
Die ESKP- en heteroduplekssiftingmetodes kan verder onafhankhk gebruik 
word vir die sifting vir nuwe en bekende mutasies , aangesien hulle saam 'n 
suksesvolle kombinasie was. Uit die resultate het dit geblyk dat ESKP-
analise met 10% poli-akrielamieagels, wat 'n ~ffuiskoppelingsverhouding van 
1 % het, suksesvol gebruik kan word om nuwe mutasies op te spoor. Ureum 
meet egter 6f uitgelaat word uit die gels, 6f teen 'n persentasie van 5-10% 
ingesluit word. Temperature van tussen 4 en 8°C blyk om verder meer 
suKsesvol te wees as hoer temperature, veral 15°C en hoer. Dit blyk dat die 
ESKP-tegniek meer sensitief is as die heterodupleksmetode, aangesien die 
FH-Tygcrberg .nutasie nie op die heterodupleksgels waargeneem is nie, 
maar die mutasie kon wel op die ESKP gels (met en ~ender ureum) 
opgespoor word. 
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Die 2.5 kb delesie van eksons 7 en 8 van die LDL reseptor geen, is nie 
tydens hierdie studie opgespoor nie Dit kan waarskynlik toegeskryf word aan 
die klein studie-populasie of dat die frekwensie van die mutasie baie laag ts !; . 
die Kleurlingpopulasie. 
Die demonstrasia van 13 uit c:e n •(Jntlike 256 genotipes in die kontrole en 
FH popula!:)ies is die gevc·~ v~11 "'"'ppelin ~ - _. ilibrium tussen die 4 
polimcrfiese merkers wat ir 1 hierdie stL.di.:.1 be::i .s. 
Die RFLP studie en die TA-herh,.~' .·~d·:·.iiriukleotied studies was betekenisvol. 
Met die RFLP studie is 'n statisties beduidende verhoging in die skaars alleel 
van die Ava II polimorfisme in die Kleurlinge waargeneem. Dit is dus 'n 
aanduiding van 'n onderliggende mutasie wat nag nie in die Kleurlinge 
cpgespoor 1s nie en dui op populasie-assosiasie van die alleel met 'n geen 
wat FH veroorsaak. Die TA-herhalende-dinukleotied studies het getoon dat 
11ierdie loktis redelik informatief sal wees in genetiese koppeiingstudies. Die 
heterosigositeit- en Pit waardes wat vir die vier RFLP setels bereken is, het 
daarop gedui dat die Sma I set~! die !llformatiefste sal wees in genetiese 
studies, gevolg deur die Ava II en Nco I setels. Die Stu I polimorfiese setel 
het die laagste polimorfisme _n dus informatiwiteit getoon. Daar word 
aanbeveel dat hierdie setel in toekomstige studies eerder vervang :noet word 
met 'n setel wat meer polimorfies is. Die meer informatiewe RFLP setels 
(Sma I, Ava II en Nco I) kan gesamentlik met die TA-herhalende-
dinukleotiedlukus, wat ook redelik informatlef is, gebru1k word t~ familiestudies 
om 'n diagnose vari FH te verkry m gevalle waar die direkte molekulere 
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diagnose van FH, Tiet die aantoon van rhverwante mutasies, nie moontlik is 
nie. 
Die 478 bp delesie wat in twee FH heterosigote waargeneem is in ekson 18 
van die LDL reseptor geen, kan as 'n polimorfisme beskou word en kan in 
meri<erstudies gebruik word. Hierdie RFLP verwyder die Nco I restriksie setel 
in ekson 18. Die ontdekkin~ van die mutasie bevestig vroet:! studies van die 
dlgemene voorkums van mutasias by Alu herhalende v0lgordes. 
Oie moleKule.e identifikasie 1an die FH-Afrikaner-1, -2, FH-Lithuania en FH-
Tygt::rberg mutasies in die Kleurltngpopulasie kan dus gebrurk word om 'n 
direkte diagnose van FH in hierdie populasie-groep te verseker in 'n 
bereker.de 35% van Kleurhnge wat op kliniese gronde as FH gediagnoseer is. 
Haplotipe studies rnet RFLP setels wat gekombineer word met die TA-
herhalende-dinukleotied setel in ekson 18, kan gebruik word om die 
teenwoordigheid van 'n mutasie indireK aan te dui in geaffektearde families . 
Uit die studie is dit dus duidelik dat 'n beter diagnostiese di'3ns aan FH 
Kleurlinge met 'n hoe risiko vir die oritwikkeling van koronere hartsiekte 
gelewer kan word. 
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